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2-AG           2-araquidonilglicerol 
AA                                       Ácido araquidónico 
ABHD12   Monoacilglicerol lipasa ABHD12    
ABHD6                               Monoacilglicerol lipasa ABHD6   
AC                                       Adenilato ciclasa 
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Anandamida   Araquidoniletanolamida 
ATP    Adenosín trifosfato 
BB    Solución de bloqueo sin tritón (PBS-0,5% BSA) 
BBT    Solución de bloqueo con tritón (PBS-0,5% BSA-0,1% Tritón) 
BMPs                 Proteínas morfogenéticas del hueso (del inglés “Bone Morphogenetic  Proteins”) 
BO    Bulbo olfatorio  
BSA    Albúmina de suero bovino (del inglés “Bovine serum albumin”) 
Ca++/K+   Iones de calcio/potasio 
Cannabidiol                      2-[(1R,6R)-3-metil-6-(1-metiletenil)-2-ciclohexen-1-il]-5-pentil-1,3-bencenodiol 
CB1    Receptor cannabinoide tipo 1 
CB1b    Variante del receptor cannabinoide tipo 1 por splicing alternativo 
CB2    Receptor cannabinoide tipo 2 
CBD    Cannabidiol 
CBN    Cannabinol  
CBs    Cannabinoides 
CC    Cuerpo calloso 
CDKs    Quinasas dependientes de ciclinas (del inglés “Cyclin-dependent kinases”) 
COX-2                                 Ciclooxigenasa 2 
CREAE   Encefalomielitis autoimmune experimental crónica con recidiva  
CTL   Grupo Control 
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CβA  Citosina-β-D-Arabinofuranósido 
DAG    Diacilglicerol 
DAGLα/DAGLβ                 Diacilglicerol lipasa α/ Diacilglicerol lipasa β 
DIV    Días in vitro 
DMSO                  Dimetilsulfóxido 
EAE     Encefalitis autoinmune experimental 
ECBs    Endocannabinoides 
ECM    Matriz extracelular (del inglés “extracelular matrix”) 
EGL    Eminencia ganglionar lateral 
EGM    Eminencia ganglionar medial 
EM    Esclerosis Múltiple  
ERK1/2                          p42/p44 MAPK 
ET-1    Endotelina 1 
FAAH    Amidohidrolasa de ácidos grasos 
FGF    Factor de crecimiento de fibroblastos 
GFAP    Proteína gliofibrilar ácida (del inglés “Glial fibrillary acidic protein ”) 
GFP    Proteína verde fluorescente (del inglés “Green fluorescent protein”) 
GFs    Factores de crecimiento (del inglés “Growth factors”) 
GPR55   Receptor acoplado a proteínas G55 
h/hr    Horas 
HGF    Factor de crecimiento de hepatocitos (del inglés “Hepatocyte growth factor”)  
Hoechst/DAPI Pentahidrato (bis-Benzimida). Marcador de núcleos 
HU-210   (−)-11-hidroxi-delta-8-tetrahidrocannabinol-dimetilheptil  
HU-211                              (+)(3S,4S),7-hidroxi-delta-6-tetrahidrocannabinol1,1 dimetilheptil 
IP3    Inositol trifosfato 
KO    Knockout 
MAGL                   Monoacilglicerol lipasa 
MAPK  Proteínas quinasas activadas por mitógenos 
MBP    Proteína básica de mielina 
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MERGE   Mezcla 
min    Minuto 
NADA                   N-araquidoniletanolamida 
NAEs    N-aciletanolamidas 
NAPE-PLD   N-acil fosfatidil etanolamina fosfolipasa D 
NarPE                  N-araquidonilfosfatidiletanolamina 
NAT    N-aciltransferasa 
Noladín éter   Éter de 2-araquidonil-glicerol, éter de noladina o noladina 
NP/NPs   Progenitor/es neurales (del inglés “neural progenitor/progenitors”) 
NSC/NSCs   Célula/as madre neurales (del inglés “neural stem cell/cells”) 
OL/OLs  Oligodendrocito/os 
OPCs                                  Células precursoras de oligodendrocitos/precursores de oligodendrocitos (del inglés 
“oligodendrocyte precursor cells”) 
PBS    Tampón fosfato salino (“del inglés phosphate buffered saline”) 
PBT    Tampón fosfato+ 0,1%Tritón (“del inglés phosphate buffered + triton”) 
PDGF   Factor de crecimiento derivado de plaquetas (del inglés “Platelet-derived growth         factor”) 
PEA    Palmitoiletanolamida 
PFD    Paraformaldehído 
PI3K    Fosfatidilinositol-3-quinasa 
PKA    Proteína quinasa A 
PKB   Proteína quinasa B 
PKC    Proteína quinasa C 
PLC    Fosfolipasa C 
PLD    Poli-D-lisina 
Porn    Poli-L-ornitina 
PPARs   Receptor activado por el proliferador de peroxisomas (del inglés “peroxisome   proliferator-
activated receptors”) 
PSA-NCAM   Forma polisializada de la molécula de adhesión celular neural (del inglés “Polysialylated-
neural cell adhesion molecule”) 
RA    Ácido retinoico (del inglés “retinoic acid”) 
Abreviaturas______________________________________________________________________ 
RAPA   Rapamicina 
Rb    Proteína del retinoblastoma 
RHC-80267                        Sinónimo de 1,6-bis (Ciclohexiloximinocarbonilamino) hexano U57908  
RMS    Corriente migratoria rostral (del inglés “rostral migratory stream”) 
SEC    Sistema endocannabinoide 
sg    Segundo 
SGZ    Zona subgranular (“del inglés subgranular zone”) 
SHH    Proteína sonic hedgehog  
SNC    Sistema nervioso central 
SR141716   Rimonabant 
SVZ    Zona subventricular (del inglés “subventricular zone”) 
T3    Hormona tiroidea 
Tª    Temperatura 
TBS    Tampón tris salino (del inglés “Tris-buffered saline”) 
TBST    Tampón tris salino + 0,1%Tween 20 (del inglés “Tris-buffered saline + Tween 20”) 
THC    ∆9-tetrahidrocannabinol 
THL    Tetrahidrolipstatina 
TMED-IDD   Enfermedad desmielinizante inducida por el virus de Theiler 
TPRV1                                Receptor vanilloide tipo 1 (del inglés “Transient receptor potential vanilloid”) 
Virodamina   O-araquidonoil-etanolamina (OAE) 
Win55,212-2                     (R)-(+)-[2,3-dihidro-5-metil-3-(-4-morfolinilmetil)pirrol[1,2,3-de]-1,4-benzosazin-6-il]-1- 
 napthalenilmetanona 
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MODULACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN, MIGRACIÓN Y DIFERENCIACIÓN DE LOS PRECURSORES DE 
OLIGODENDROCITOS (OPCs) POR EL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE 
RESUMEN 
Los oligodendrocitos son las células mielinizantes del sistema nervioso central. Se ha 
demostrado la presencia de CB1 en áreas específicas de la sustancia blanca, OPCs del nervio óptico 
y células A2B5+  in vivo (Herkenham y cols., 1991; Molina-Holgado y cols., 2002; Mato et al, 2009;. 
Sim y cols., 2006).  Por otra parte, los agonistas cannabinoides aumentan la expresión de la 
proteína básica de mielina en la sustancia blanca subcortical del cerebro de rata neonatal 
(Arevalo-Martin y cols., 2007). Los endocannabinoides regulan la neurogénesis controlando la 
proliferación, migración  y  diferenciación de células madre / precursores neurales (NSPC) (Aguado 
y cols., 2005; Palazuelos y cols., 2006; Molina-Holgado y cols., 2007; Galve-Roperth y cols., 2013). 
Existen pocos pero importantes datos sobre la acción de los endocannabinoides en los 
oligodendrocitos. 
En esta tesis nuestro primer objetivo fue estudiar in vitro la presencia de algunos de 
los componentes del sistema endocannabinoide en los OPCs, incluyendo 2-araquidonilglicerol (2-
AG), CB1, CB2, DAGLα  y β (las principales enzimas responsables de la síntesis del 2-AG) y 
monoacilglicerol lipasa (MAGL), responsable de la hidrólisis de este endocannabinoide (Dinh y 
cols., 2002). A continuación, se analizó el efecto del 2-AG  en tres de las funciones más 
importantes en el desarrollo de los oligodendrocitos: proliferación, migración y diferenciación. 
Finalmente, hemos estudiado algunas de las vías de señalización relacionadas con estos procesos. 
Nuestros resultados demuestran que los oligodendrocitos expresan no sólo los 
receptores cannabinoides, sino también la maquinaria enzimática para la síntesis y la degradación 
del ligando endógeno 2-AG, el cual actúa de manera autocrina y/o paracrina (Gómez y cols., 2010). 
Los OPCs teñidos con A2B5, expresaban fuertemente ambas, DAGLα y β y, aunque los 
oligodendrocitos teñidos con MBP todavía expresaban ambas lipasas pero con menos intensidad, 
parecían ser menos abundantes. Por el contrario, la expresión de MAGL es significativamente 
mayor en oligodendrocitos maduros en comparación con los OPCs. A continuación, se analizaron 
extractos lipídicos a partir de cultivos de oligodendrocitos en desarrollo mediante cromatografía 
líquida acoplada a espectrometría de masas; demostramos que los oligodendrocitos producen 2-
AG y existe una variación en la concentración de 2-AG que se relaciona con la expresión de DAGLα 
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y β y MAGL; la cantidad total de 2-AG en OPCs fue significativamente mayor que en los 
oligodendrocitos maduros. 
Con el fin de explorar un posible papel del 2-AG en la proliferación, los cultivos de 
OPCs se trataron con el inhibidor de las DAGLs RHC-80267 o con antagonistas de los receptores 
cannabinoides (AM281 o AM630). Estos fármacos reducen, en comparación con el control, la 
incorporación de BrdU, el porcentaje de células teñidas con Ki67 y de fosfo-histona H3. En 
ausencia de factores de crecimiento, el JZL-184, inhibidor de la MAGL, ejerce un efecto positivo 
sobre la proliferación de los OPCs. Esta acción también se puso de manifiesto utilizando los 
agonistas ACEA (CB1), JWH133 (CB2), o HU-210 (CB1/CB2). 
Tanto en la proliferación como en la migración, los efectos del 2-AG endógeno 
dependen de la activación de las vías Src, PI3K/Akt y de la diana de la rapamicina en células de 
mamífero (mTOR). 
A continuación, evaluamos el papel del 2-AG endógeno sobre la migración de los 
OPCs. Para este propósito, se realizaron diferentes ensayos tales como la gota de agarosa, la 
cámara de Boyden, ensayo de herida por raspado y explantes de cuerpo calloso. En todos ellos, la 
migración basal depende del 2-AG endógeno, ya que los antagonistas cannabinoides o el inhibidor 
de las DAGLs, reducen la migración, mientras que los agonistas cannabinoides sintéticos ejercen 
un efecto positivo. 
En condiciones de cultivo que favorecen la diferenciación de los OPCs, en ausencia de 
factores de crecimiento, la proporción de células maduras y la expresión de marcadores de 
maduración tales como MBP, GalC u O4, aumentaron de manera significativa. Hemos demostrado 
que el 2-AG endógeno es necesario para la diferenciación tras la inhibición de las DAGLs o el 
bloqueo de los receptores cannabinoides; cualquiera de los dos tratamientos retrasa la 
maduración. Por el contrario, el uso de agonistas cannabinoides acelera este proceso el cual 
depende de la activación de la vía PI3K/Akt/mTOR. 
Concluimos que los oligodendrocitos producen 2-AG en una cantidad diferente 
dependiendo de la etapa de maduración. La proliferación de los OPCs, la migración y la 
diferenciación de oligodendrocitos dependen de la liberación basal de 2-AG acoplada a la vía de 
señalización PI3K/Akt /mTOR para ejercer tales funciones. Los datos presentados aquí sugieren 
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que los receptores cannabinoides, el 2-AG y las DAGLs podrían ser dianas terapéuticas para 






MODULATION OF PROLIFERATION, MIGRATION AND DIFFERENTIATION OF OLIGODENDROCYTE 
PRECURSOR CELLS (OPCS) BY THE ENDOCANNABINOID SYSTEM 
SUMMARY  
Oligodendrocytes are the myelinating cells of the central nervous system and the 
presence of cannabinoid CB1 receptors have been observed in specific white matter areas, in OPCs 
from optic nerve and also in A2B5 positive-OPCs obtained from human brain (Herkenham et al., 
1991; Molina-Holgado et al., 2002; Mato et al., 2009; Sim et al., 2006). Moreover, in the 
subcortical white matter of neonatal rat brain cannabinoid agonists enhance the expression of 
myelin basic protein (Arevalo-Martin et al., 2007) and  endocannabinoids regulate neurogenesis 
controlling proliferation, migration and differentiation of neural stem/precursor cells (NSPC) 
(Aguado et al., 2005; Palazuelos et al., 2006; Molina-Holgado et al., 2007; Galve-Roperth et al., 
2013). Therefore, there is limited data about the action of endocannabinoids in oligodendrocyte 
cells.  
In this thesis our first objective was to study in vitro the presence of some of the 
components of the endocannabinoid system in  OPCs, including 2-araquidonoyl glycerol (2-AG), 
CB1, CB2, DAGLα and β (the main enzymes responsible of the synthesis of 2-AG and 
monoacylglycerol lipase (MAGL), responsible of the hydrolysis of this endocannabinoid (Dinh et al., 
2002). Next we analyzed the effects of 2-AG on three key functions in oligodendrocyte 
development: proliferation, migration and differentiation. Finally, we studied some of the 
signaling pathways underlying these processes.   
Our results demonstrated that oligodendrocyte cells express not only the 
cannabinoid receptors, but also the enzymatic machinery for the synthesis and degradation of the 
endogenous ligand 2-AG, which acts in an autocrine or/and paracrine manner (Gómez et al., 
2010). A2B5 positive OPCs strongly expressed both DAGLα and β and although MBP positive 
oligodendrocytes still expressed both enzymes it seemed to be less abundant. On the contrary, 
MAGL expression is markedly higher in mature oligodendrocytes compared with OPCs. Next, the 
analysis of lipid extracts from developing oligodendrocyte cultures by liquid chromatography 
coupled to mass spectrometry  demonstrated that oligodendrocyte cells produce 2-AG and there 
is a variation in 2-AG concentration that relates to  the expression of DAGLα and β and MAGL; the 
total amount of 2-AG in OPCs was significantly higher than in mature oligodendrocytes. 
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In order to explore an eventual involvement of endogenous 2-AG on proliferation we 
treated OPCs cultures with the DAGLs inhibitor RHC-80267 or with cannabinoid receptors 
antagonists (AM281 or AM630). These drugs reduced, as compared to control, BrdU incorporation 
and the percentage of Ki67 and phospho-H3-positive cells. In the absence of growth factors, JZL-
184, an inhibitor of MAGL, exerts a positive effect on OPCs proliferation. This action was also 
proved using the CB1 agonist ACEA, the CB2 agonist JWH133 or the CB1/CB2 agonist HU-210. 
In the proliferation and migration of OPCs, the effects of endogenous 2-AG depend 
on the activation of Src, PI3K/Akt and mammalian target of rapamycin (mTOR) pathways. 
We next evaluated the role of endogenous 2-AG on the migration of OPCs. For this 
purpose, different assays were performed such the agarose drop, Boyden chamber, scratch-
wound assay and corpus callosum explants. In all of them, the basal migration relays on 
endogenous 2-AG since cannabinoids antagonists or DAGLs inhibitor impaired migration and 
synthetic cannabinoid agonists exert a positive effect.  
In cultures in which growth factors were removed to promote OPCs differentiation, 
the percentage of mature cells and the expression of markers of cell maturation such MBP, GalC or 
O4 increased in a time dependent manner. We demonstrated that endogenous 2-AG is necessary 
for differentiation following the inhibition of DAGLs or blockade of cannabinoid receptors, either 
treatment impaired oligodendrocyte maturation. On the contrary, the use of cannabinoid agonists 
accelerates this process which depends on the activation of PI3K/Akt/mTOR pathways. 
We conclude that oligodendroglial cells produce 2-AG in a different quantity 
depending of maturation stage. OPCs proliferation, migration and differentiation depend on basal 
release of 2-AG which engages the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway to exerts such functions. The 
data presented here suggest that cannabinoids receptors and 2-AG/DAGL could be potential 
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1.  CANNABINOIDES, ENDOCANNABINOIDES Y SISTEMA NERVIOSO 
 
1.1. Antecedentes históricos  
Durante las últimas décadas, desde el descubrimiento de la estructura química del ∆-
9-tetrahidrocannabinol (THC) y de varios de los componentes del sistema cannabinoide endógeno, 
que incluye receptores específicos y ligandos o endocannabinoides, ha habido un interés creciente 
por conocer las dianas celulares y los mecanismos moleculares de acción de los fitocannabinoides 
obtenidos partir del Cannabis sativa, de sus derivados sintéticos o de los endocannabinoides, con 
el fin de aprovechar su potencial terapéutico. En efecto, desde hace años la literatura médica ha 
recogido informes de pacientes afectados de diversas patologías que aseguraban obtener 
beneficios substanciales del consumo del Cannabis inhalado (cigarrillos de marihuana) y aunque 
estas observaciones se han considerado anecdóticas, los usuarios reseñaban importantes mejoras, 
que según la patología incluía dolor, espasticidad, temblor, nauseas o  falta de apetito (Consroe y 
cols., 1997). 
Desde los años 60 el Cannabis es con seguridad la droga ilícita de mayor consumo en 
las sociedades occidentales, no obstante conviene recordar que la utilización del Cannabis con 
fines medicinales tiene una historia milenaria (revisado en Mechoulam 1986). Una de las primeras 
reseñas del uso de Cannabis como medicina proviene de un escrito del emperador Shen Nung 
fechado en China el año 2737 A.C. donde se recomendaba el Cannabis para paliar problemas de 
estreñimiento, de reumatismo y dolores menstruales. Desde aquella época hasta nuestros días en 
todas las civilizaciones se ha empleado Cannabis. En occidente fue un médico Irlandés, el Dr. 
William O`Shaughnessy, el que a mediados del siglo XIX prescribió por primera vez Cannabis. 
Durante su estancia en la India observó que se utilizaba como analgésico, anticonvulsivo y 
antiespasmódico, propiedades que pudo comprobar en sus pacientes y publicar en 1842. A partir 
de entonces el uso medicinal del Cannabis se extendió rápidamente hasta principios del siglo XX 
cuando la utilización del Cannabis cayó en desuso. La dificultad de encontrar las dosis adecuadas 
para cada dolencia debido a la variabilidad de las preparaciones vegetales, los efectos 
impredecibles tras la administración oral, la aparición de analgésicos sintéticos como la aspirina o 
la aguja hipodérmica así como, su utilización como droga de abuso hizo que en Reino Unido se 
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prohibiese en 1928 y en EEUU se publicó la Marijuana Tax Act en 1937 que cerraba la puerta a la 
utilización medicinal del Cannabis. 
La era moderna de la investigación sobre cannabinoides (CBs) se inicia en 1964 
cuando Gaoni y Mechoulam aislaron e identificaron el THC como el principal componente 
psicoactivo del Cannabis sativa, planta que contiene más de 60 compuestos terpenofenólicos con 
estructuras químicas parecidas al THC (Gaoni y Mechoulam, 1964). Sorprendentemente, 15 años 
después de la identificación de los receptores específicos para opioides por parte de 
investigadores de la Johns Hopkins University, el Instituto Nacional de Salud (NIH) de EEUU 
financió un estudio en la St. Louis University que permitiría a Allyn Howlett y William Devane 
identificar en el cerebro de la rata sitios de unión específicos y de alta afinidad para el 
cannabinoide bicíclico CP55,940 (Devane y cols., 1988). Lisa Matsuda anunció, el 18 de julio de 1990, 
en una reunión de la National Academy of Science’s Institute of Medicine la secuencia de ADN del 
receptor sensible a THC (Matsuda y cols. 1990) que se denominaría CB1. El clonaje del receptor del 
Cannabis abrió la puerta a la síntesis de moléculas altamente específicas para el receptor, tanto 
agonistas como antagonistas y a la generación de un ratón deficiente en el receptor CB1 (Ledent y 
cols., 1999; Zimmer y cols., 1999) que serviría para demostrar la ausencia casi total de efectos del THC 
en este ratón KO, siendo esta la prueba definitiva de que el THC actuaba en el cerebro uniéndose a 
receptores. Habían pasado casi 50 siglos para conocer las bases científicas de los efectos 
medicinales del Cannabis. Un segundo tipo de receptor cannabinoide, denominado CB2, presente 
en bazo y en células inmunes se clonó en 1993 (Munro y cols. 1993). 
Como sucedió con el descubrimiento de las endorfinas, resultado de la investigación 
en opioides, la investigación en el campo de los cannabinoides daría  lugar al descubrimiento de 
sustancias endógenas con actividad similar al THC, los endocannabinoides (ECBs). Fue en 1992 
cuando Raphael Mechoulan y sus colaboradores William Devane y Lumir Hanus descubrieron en 
fracciones lipídicas de cerebro una sustancia endógena que se unía a los mismos receptores que el 
THC y se comportaba como un agonista parcial de ambos, la denominaron Anandamida (AEA), 
porque en sanscrito “Ananda” significa “felicidad” (Devane y cols., 1992). La actividad farmacológica 
de la anandamida no recapitulaba todos los efectos en pruebas de conducta del THC, lo que llevó a 
postular la existencia de un segundo endocannabinoide. Poco después, en 1995 el laboratorio de 
Mechoulam descubriría un segundo endocannabinoide, el 2-araquidonil glicerol (2-AG). Pero las 
cascadas metabólicas de síntesis y degradación así como el clonaje de las  enzimas implicadas, las 
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diacilglicerol lipasas (DAGLs),  la fosfolipasa D selectiva para NAPE (NAPE-PLD), la monoacilglicerol 
lipasa (MAGL) y la amidohidrolasa de ácidos grasos (FAAH)  no se han conocido con detalle hasta 
hace muy pocos años (Bisogno y cols., 2003; Leung y cols., 2006). Ambos endocannabinoides junto con 
los receptores cannabinoides CB1 y CB2 y las enzimas que regulan los niveles tisulares de 
endocannabinoides constituyen un verdadero sistema endocannabinoide presente en todo el 
organismo y en toda la escala filogenética, habiendo comenzado su evolución hace más de 600 
millones de años. 
Aunque la Cannabis sativa ha sido utilizada en el siglo XX más por sus efectos 
psicotrópicos que los medicinales, sus derivados pueden tener un papel en la medicina moderna, 
aunque su utilidad permanece aún sin establecer, pero la evidencia que tenemos hasta el 
momento sugiere que tanto sus agonistas como sus antagonistas, podrían ser valiosos agentes 
terapéuticos complementarios para controlar síntomas para los cuales los fármacos estándar no 
son completamente efectivos (Ashton, 1999 (a)(b)). 
 
1.2. Sistema endocannabinoide 
 
                     El término “Sistema Endocannabinoide” (SEC) fue introducido por primera vez por Di 
Marzo y Fontana en 1995 (Di Marzo y Fontana,  1995). Este sistema está compuesto por receptores 
cannabinoides, ligandos endógenos, enzimas responsables de la síntesis y degradación de estos 
ligandos, portadores y transportadores que facilitan el tránsito de estos mediadores hidrófobos, 
así como las vías de señalización que los regulan. (De Petrocellis y cols.,  2004; Pagotto y cols.,  2006; Storr y 
Sharkey, 2007). En la Figura I1 se muestra un esquema del Sistema Endocannabinoide. 
Este  sistema está integrado, hasta la fecha actual, por dos receptores de 7 dominios 
transmembrana  acoplados a proteínas Gi/o, el receptor CB1 y  el receptor CB2 (Baker y cols., 2006);  
así como por diversos ligandos endógenos, como la anandamida o el 2-AG y por sus respectivas 
enzimas de síntesis y degradación (Felder y Glass, 1998). 
 La acción de los endocannabinoides sobre los receptores comienza con su 
recaptación por neuronas o células gliales. Una vez que el endocannabinoide ha activado el 
Introducción______________________________________________________________________ 
                                                                                                                            
12 
 
receptor, ambos, endocannabinoide y receptor, se transportan al citoplasma donde el 




Figura I1. Esquema del sistema endocannabinoide: receptores cannabinoides (CB1 y CB2), endocannabinoides 
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A continuación, se muestra una tabla (Tabla I1) con una selección de las principales 
citas que han estudiado los aspectos fundamentales del sistema endocannabinoide desde el 
descubrimiento de la anandamida en 1992. 
 
Bioquímica y Biología Molecular 
Matsuda, 1997; Felder y Glass, 1998; Giuffrida y cols.,  2001;  
Piomelli, 2003 
Señalización 
Schlicker y Kathmann, 2001; Wilson y Nicoll, 2002; 
Freund y cols., 2003 
Anatomía y Desarrollo 
Breivogel y Childers, 1998; Fernandez-Ruiz y cols., 2000;  
Elphick y Egertova, 2001 
Fisiología          Di Marzo y cols., 1998; De Petrocellis y cols., 2004 
Farmacología    Howlett y cols., 2002 
Adicción 
Maldonado, 2002; Maldonado y Rodríguez de Fonseca, 2002; 
Tanda y Goldberg, 2003; Martin y cols., 2004 
Dolor   Calignano y cols., 2000; Pertwee,  2001a 
Comportamiento   
Rodríguez de Fonseca y cols., 1998; Chaperon y Thiébot, 1999; 
Castellano y cols., 2003 
Sistema Gastrointestinal                         Izzo y cols.,  2001 
Sistema Inmune                            Cabral, 2001 
Sistema Cardiovascular                            Kunos y cols.,  2002; Randall y cols.,  2002; Hiley and Ford, 2004 
Aplicaciones terapéuticas                             
Piomelli y cols.,  2000; Cravatt y Lichtman, 2003; Guzman, 2003;  
Smith ,  2004 
 
Tabla I1.  Publicaciones destacadas sobre el SEC. Desde el descubrimiento de la Anandamida en 1992, más de 3500 
publicaciones han dado luz al papel biológico del sistema endocannabinoide (Rodríguez de Fonseca y cols., 2005). 
 
1.3. Receptores cannabinoides 
 
Hasta el momento se han identificado varios  tipos de receptores para cannabinoides. 
Los más importantes son los receptores CB1 y CB2, ambos pertenecientes a la superfamilia de 
receptores acoplados a proteínas G, caracterizados por tener siete dominios transmembrana 
(Figura I2). 
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El receptor CB1 se localiza fundamentalmente en el sistema nervioso central (SNC); el 
receptor CB2, en el bazo, amígdalas y células del sistema inmunológico. Entre ambos receptores, 





Figura I2. Estructura de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 (Modificado de Klein y cols., 1998). 
 
Existen evidencias que sugieren la existencia de un subtipo de receptor de 
cannabinoides que, según lo que se ha propuesto, es una variante por empalmes alternativos 
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aminoácidos menos en el extremo amino terminal que el CB1, y de acuerdo con ello se nombraría 
CB1b (Shire y cols., 1995). 
En ratones en los que por medio de biología molecular se elimina la expresión de los 
genes que codifican para el receptor CB1, ratones CB1 KO,  se ha estudiado el efecto que tienen 
los agonistas y antagonistas de estos receptores midiendo la activación de proteínas G. La 
anandamida (agonista para CB1 y agonista parcial para CB2) y WIN55212-2 (agonista cannabinoide 
para CB1 y CB2) demostraron tener actividad en estos ratones (Breivogel y cols., 2001).  Estos 
resultados refuerzan la idea de la existencia de un subtipo de receptor CB1.  
Cuando se habla de antagonistas, en realidad se trata de agonistas inversos, ya que 
estas moléculas no sólo impiden la activación de los receptores cannabinoides por agonistas, sino 
que son moléculas que reducen la actividad basal de los receptores. Así, el antagonista selectivo 
de los receptores CB1 SR141716 descrito por Rinaldi-Carmona en 1998, ha sido estudiado en 
detalle y se han observado respuestas de agonismo inverso (Pertwee, 2001b). Además, se han 
sintetizado otros antagonistas selectivos de este receptor como AM281 o LY320135 (Felder y Glass, 
1998), que se comportan, también como agonistas inversos selectivos del receptor CB1 (Pertwee, 
2001b). De manera análoga, se han sintetizado compuestos que fueron descritos como 
antagonistas selectivos CB2, como el SR144528 (Rinaldi-Carmona y cols., 1998) o el AM630, los cuales, 
posteriormente, se han descrito como agonistas inversos (Pertwee, 2001b). 
 
1.3.1. Distribución de los receptores cannabinoides CB1 y CB2  
 
 El receptor CB1 es muy abundante en el sistema nervioso central, pero no está distribuido 
de manera homogénea. Cabe destacar que los receptores CB1 son los más abundantes de todos 
los receptores acoplados a proteínas G en el cerebro, hecho que indica un papel funcional 
altamente relevante en una gran diversidad de circuitos y sistemas neuronales (Di Marzo y Matias, 
2005). 
 
Mediante la aplicación de técnicas autorradiográficas y de estudios inmunohistoquímicos, se 
ha descrito de forma detallada la distribución de este receptor en el cerebro de rata: 
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* La mayor densidad de receptor CB1 se encuentra en los gánlios basales (sustancia nigra, 
globo pálido, núcleo entopeduncular y caudado-putamen lateral), capa molecular del 
cerebelo e hipocampo (región CA3 del asta de Ammón y capa molecular del giro dentado). 
Una menor densidad de este receptor se encuentra en las capas I y IV de la corteza cerebral, 
mientras que un escaso número de receptores se encuentra en el hipotálamo, tallo cerebral 
y médula espinal (Herkenham y cols., 1990; Mailleux y Vanderhaeghen, 1992; Tsou y cols., 1998). 
Además, se encuentra en bajos niveles en los centros respiratorios del tronco cerebral.  
 
* En neuronas, el receptor CB1 se encuentra tanto a nivel presináptico (dendritas) como a 
nivel postsináptico (axones y terminales nerviosos), donde media inhibición de la liberación 
de neurotransmisores (Howlett y cols., 2002). También se expresa en progenitores neurales 
(Aguado y cols., 2005), en astrocitos (Stella, 2004), en oligodendrocitos (Molina-Holgado y cols., 2002) 
y en células microgliales (Sinha y cols., 1998; Cabral y cols., 2001; Facchinetti y cols., 2003; Carrier y cols., 
2004). 
* También se detectan a nivel periférico: en bazo, y amígdalas, corazón, próstata, útero, 
ovario y a nivel presináptico en terminales nerviosos simpáticos (Galiègue y cols., 1995; Ishac y 
cols., 1996).  
 
 El receptor CB2 se distribuye, principalmente, en las diversas poblaciones celulares del 
sistema inmunitario (Felder y Glass, 1998), aunque estudios recientes revelan la localización del 
receptor CB2 en el cerebro (Van Sickle y cols., 2005; Gong y cols., 2006). 
* Células del sistema inmunológico: linfocitos B, Natural Killer, monocitos, neutrófilos, 
linfocitos T CD4, linfocitos T CD8 (Galiègue y cols.1995) y, en menor grado, en nódulos linfáticos 
y en el bazo (Howlett y cols., 2002).  
* En el SNC: se expresa principalmente en progenitores neurales (Palazuelos y cols., 2006), 
astrocitos (Sheng y cols., 2005), oligodendrocitos (Molina-Holgado y cols., 2002) y su expresión en 
neuronas es mínima, por lo que el principal papel funcional de los receptores tipo CB2 en el 
SNC parece ser la modulación de las respuestas inmunológicas. 
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1.3.2. Otros receptores cannabinoides 
 
Estudios recientes sugieren la existencia de otros receptores cannabinoides (Begg y cols., 
2005) como el GPR55, clonado y secuenciado en humano, rata y ratón (Sawzdargo  y cols., 1999;  
Ryberg  y cols., 2007), el cual ha sido propuesto como el tercer receptor cannabinoide acoplado a   
proteínas G (Baker y cols., 2006; Ryberg  y cols., 2007). Además, los ligandos cannabinoides pueden 
unirse a receptores específicos de otros sistemas  como son el receptor vanilloide de tipo 1 
(TPRV1, del inglés transient receptor potential catión cannel) (Ross, 2003; Jordt  y cols., 2004), 
receptores activados por proliferadores de peroxisomas o PPARs (Sun y Bennett, 2007),  entre otros. 
 
1.4. Ligandos cannabinoides 
Los compuestos cannabinoides son algo más que los constituyentes psicoactivos de 
una droga de abuso. El término cannabinoide engloba a todos aquellos compuestos que son 
activos sobre el sistema endógeno de señalización tipo endocannabinoide incluyendo no sólo  a 
compuestos derivados de la planta Cannabis sativa sino también a los compuestos endógenos que 
forman parte de este sistema de neuromodulación (Ramos y Fernández-Ruiz, 2003). 
Actualmente, se reconocen tres tipos generales de cannabinoides: los cannabinoides 
herbarios o fitocannabinoides sintetizados naturalmente por la planta de cannabis; 
los cannabinoides endógenos (endocannabinoides), producidos por organismos animales y por el 
cuerpo humano y los cannabinoides sintéticos, compuestos similares generados en laboratorio. 
 
1.4.1. Fitocannabinoides y cannabinoides sintéticos 
La planta Cannabis sativa contiene más de 60 compuestos con actividad cannabinoide 
(Dewey, 1986); los más abundantes son: ∆9-tetrahidrocannabinol (THC), cannabinol (CBN) y el 
cannabidiol (CBD) (Turner y cols.,  1980; Howlett y cols., 2002) (Figura I3). Todos estos compuestos son 
sustancias altamente lipofílicas con estructura de dibenzopireno y se denominan 
fitocannabinoides.  
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  El THC es el cannabinoide con mayor potencia psicoactiva (Mechoulam y cols., 1992). 
Induce efectos psicotrópicos y modifica los procesos fisiológicos esenciales mediante la interacción 
con receptores cannabinoides expresados por neuronas y otros tipos de células (Howlett y cols., 
2002; Huestis y cols., 2001). Desde un punto de vista clínico, es útil para aliviar el dolor moderado pues 
posee un efecto analgésico además de ser neuroprotector. El tetrahidrocannabinol tiene 
aproximadamente la misma afinidad por el CB1 que por el CB2 (Huffman, 2000). 
 
  El CBN no induce efectos psicotrópicos, pero reduce las respuestas inflamatorias 
mediante la interacción con receptores cannabinoides expresados por células del sistema inmune 
(Perez-Reyes y cols.,  1973; Herring y Kaminski, 1999). El CBN actúa como un agonista débil en 
los receptores CB1 y CB2, con menor afinidad en comparación con el THC (Petitet y cols., 1998; 
Mahadevan y cols., 2000). 
 
  El CBD es un cannabinoide prácticamente desprovisto de propiedades psicoactivas, 
por lo que se están investigando sus posibles aplicaciones clínicas. Así, el tratamiento con CBD 
atenúa algunas de las alteraciones psicológicas inducidas por altas dosis de THC (0.5 mg/kg), como 
por ejemplo los sentimientos de ansiedad y de pánico (Zuardi y cols., 1982). Se le ha atribuido un 
papel neuroprotector al comprobar su actuación como antioxidante frente a los efectos oxidativos 
del glutamato producido en neuronas (Hampson y cols., 1998). También ha sido relacionado desde 
hace tiempo con el sistema inmune. Tiene una gran afinidad por el receptor CB2, por el contrario 
por el CB1 no tanta. El cannabidiol comparte precursor con el THC. 
En relación con los efectos terapéuticos de los cannabinoides, se han diseñado 
análogos sintéticos tetracíclicos, como el levonantradol y bicíclicos, como el (-)-CP-55,940. Este 
último compuesto ha sido utilizado para la caracterización del receptor de cannabinoides (Howlett y 
cols., 1988). Otros cannabinoides sintéticos con propiedades terapéuticas son la nabilona y el 
naboctate. El 11-hidroxi-∆8-THC-DMH (HU-210) es el cannabinoide sintético más potente de los 
actualmente conocidos. Su elevada potencia fue clave para la caracterización de la anandamida, 
que ha sido el primer cannabinoide endógeno aislado de cerebro. Los aminoalquilindoles no están 
relacionados estructuralmente con los cannabinoides, pero muestran un perfil farmacológico 
cannabimimético. Uno de ellos, el WIN-55212-2 se une a los receptores cannabinoides, inhibiendo 
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la actividad de la adenilato ciclasa (AC), por lo que se ha utilizado en la caracterización de estos 
receptores (Bell y cols., 1991). 
 
                                 
 
Figura I3. Estructura química de los principales fitocannabinoides: ∆9-tetrahidrocannabinol (THC), cannabinol (CBN) y 
cannabidiol (CBD). 
 
1.4.2. Endocannabinoides: síntesis, liberación y degradación 
 
La identificación, caracterización farmacológica y localización de receptores 
específicos de membrana que median los efectos centrales y periféricos de los cannabinoides, hizo 
que se emprendiera la búsqueda de ligandos endógenos que activaran dichos receptores. Entre 
1992 y 1995 se demostró la existencia de ligandos endógenos, que recibieron el nombre de 
endocannabinoides. Se trata de compuestos derivados de ácidos grasos poliinsaturados, 
representados por el ácido araquidónico, que provienen de la degradación de fosfolípidos de 
membrana (Piomelli, 2003). Estos compuestos presentan semejanza estructural a otros transmisores 
lipídicos eicosanoides como las prostaglandinas o los leucotrienos (Mackie, 2006). Hasta el momento 
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(Mechoulam y cols., 1995; Sugiura y cols., 1995), el 2-araquidonilglicerol éter (noladin eter) (Hanus y cols., 
2001), la O-araquidoniletanolamina (virodamina) (Porter y cols., 2002) y la N-araquidonildopamina 
(NADA) (Huang y cols., 2002).  
Previamente al descubrimiento de la anandamida, ya se tenía información sobre la 
existencia de otras aciletanolamidas presentes en animales superiores. Hoy en día, se pueden 
destacar otros miembros de esta familia relacionados con el sistema endocannabinoide, como la 
palmitoiletanolamida (PEA)  y la oleamida.  
La anandamida se aisló por primera vez en cerebro de cerdo en el año 1992 (Devane y 
cols., 1992) y tres años más tarde se aisló el 2-AG a partir de intestino de perro y de cerebro de rata 
(Mechoulam y cols., 1995, Sugiura y cols., 1995; respectivamente). El 2-AG se ha localizado, además de en 
el intestino, en cerebro, páncreas, bazo (Mechoulam y cols., 1995) y en hígado, pulmón y riñón (Kondo 
y cols., 1998). La concentración en la que aparecen estos dos endocannabinoides es muy superior a 
la del resto de endocannabinoides mencionados, por lo que la mayoría de los estudios realizados  
sobre endocannabinoides, se han centrado en la anandamida y el 2-AG.  
Los endocannabinoides anandamida y 2-AG, al igual que los neurotransmisores, son 
sintetizados y liberados a partir de diferentes tipos celulares, son capaces de unirse y activar 
receptores de membrana y finalmente, son inactivados por recaptacion y degradacion enzimatica 
en el interior de la célula. Son moduladores sinápticos especiales, dada la naturaleza lipofílica de 
estos compuestos, los endocannabinoides no son almacenados en vesículas y liberados por 
exocitosis, sino que se sintetizan a demanda a partir de precursores lipídicos presentes en la 
membrana celular en respuesta a diversos estímulos (Di Marzo y cols., 1998).  
En cuanto a los demás endocannabinoides descritos, no existen estudios suficientes 
que aclaren los diferentes mecanismos implicados en la síntesis, liberación y degradación de los 
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 SÍNTESIS  
 
 La síntesis de anandamida se produce mediante la hidrólisis de un precursor 
fosfolipídico presente en la membrana celular, denominado N-araquidonilfosfatidiletanolamina 
(NArPE). Este precursor, a su vez, se forma a partir de la fosfatidiletanolamina por acción de una 
N-aciltransferasa (NAT) dependiente de Ca++. NArPE sirve como depósito de almacenaje para las 
diferentes N-aciletanolaminas (NAEs) que se sintetizan y liberan en función de los requerimientos 
celulares. La hidrólisis de la NArPE se produce por acción de la NAPE-PLD que forma ácido 
fosfatídico y los correspondientes tipos de N-aciletanolamidas, una de las cuales es la anandamida 
(Figura. I4) (Di Marzo y col., 1994). Por lo tanto, el aumento del Ca++ intracelular promueve la síntesis 
y liberación del endocannabinoide.  
 
Figura. I4. Esquema de las rutas de síntesis de la anandamida. 
 
 La síntesis del 2-AG, en la mayoría de los casos, depende de la entrada de Ca++ al 
interior de la célula, vía canales Ca++ dependiente de voltaje. La ruta principal de síntesis del 2-AG, 
pero no la única,  implica la actuación de una diacilglicerol lipasa (DAGL: Stella N y cols., 1997; Bisogno 
y cols., 2003) selectiva que actúa sobre el diacilglicerol (DAG), liberando el 2-AG  (Figura. I5) (Bisogno y 
cols., 2005). Por otra parte, también se ha descrito que distintos estímulos, como la síntesis de 
trombina en las plaquetas y/o la liberación de endotelina, ocasionan la formación de este 




























Figura. I5. Esquema de las rutas de síntesis del 2-AG. 
 
 
 Se han clonado dos isoformas sn-1-especificas de la DAGL; DAGLα y DAGLβ (Bisogno y 
cols., 2003). Durante el desarrollo neuronal, la localización de la DAGLα y de la DAGLβ cambia desde 
elementos pre-sinápticos (en el embrión) a elementos post-sinápticos (en el adulto), concordando 
con los cambios en el desarrollo en cuanto a necesidad de síntesis de 2-AG (Bisogno y cols.,  2003). 
La sobreexpresión de la DAGLα en células de neuroblastoma de ratón, resultó en  la 
acumulación de 2-AG, mientras que el knockdown de la DAGLα por ARN de interferencia, evita la 
producción de este endocannabinoide mediada por  el receptor mGluR de grupo I (Jung y cols., 2007).  
Se encontró que los ratones DAGLα-KO presentaban una marcada reducción en los 
niveles de 2-AG (más del 80%) en cerebro y médula, con una concomitante reducción en los 
niveles de ácido araquidónico (AA). Los datos obtenidos mediante el empleo de ratones DAGLβ-KO 
son discordantes, o no exhibieron reducción alguna (Tanimura y cols., 2010) o alcanzaron una 
reducción del 50% (Gao y cols., 2010) en los niveles cerebrales de 2-AG. Curiosamente, la DAGLβ, en 
la que están  basados los últimos estudios de ablación genética, no está involucrada en la 
generación de la señalización retrógrada del 2-AG (Gao y cols., 2010; Tanimura y cols., 2010). En 
conjunto, estos estudios sugieren que DAGLα ha evolucionado específicamente para generar 2-AG 
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una dendrita postsináptica o cuerpo de la célula y se desplaza hacia atrás a través de una sinapsis 
química para unirse al terminal del axón en una neurona presináptica cuyo objetivo es la 
regulación de la neurotransmisión química). Dos estudios recientes utilizando  ratones DAGL-KO, 
han proporcionado un fuerte apoyo adicional a esta idea. No hubo evidencia de cambios 
compensatorios de DAGLβ en ratones DAGLα-KO o viceversa, ni hubo evidencia de patrones de 
expresión anormal o niveles de proteína de otros componentes moleculares de la señalización del 
sistema endocannabinoide.  
Se comprobó que  el control de la neurogénesis por el sistema endocannabinoide se 
veía comprometido, tanto en el hipocampo adulto en ratones DAGLα-KO y DAGLβ-KO, como en la 
zona subventricular (SVZ) de animales DAGLα-KO (Gao y cols., 2010). En los tejidos periféricos tales 
como el hígado, la DAGLβ parece ser la principal isoforma de generación del  2-AG (Gao y cols., 2010). 
En conjunto, los estudios genéticos sugieren que la DAGLα es la principal enzima de biosíntesis del 
2-AG para la señalización retrógrada. Es interesante notar que en algunas regiones del cerebro 
altamente enriquecidas en receptores CB1, tales como la sustancia nigra, existe una escasa 
inmunoreactividad de la DAGLα (Uchigashima y cols., 2007; Kano y cols., 2009; Tanimura y cols., 2010). Esto 
sugeriría que existen rutas bioquímicas alternativas para la biosíntesis del 2-AG (Sugiura y cols., 2006; 
Kano y cols., 2009) que se utilizan para activar los receptores CB1 en regiones del cerebro con una 
escasa expresión de DAGLα  (Savinainen y cols., 2012). 
 
 LIBERACIÓN y DEGRADACIÓN  
 
Como se ha indicado anteriormente, se cree que tanto la síntesis como la liberación 
de los ECBs se produce a demanda, aunque no se descarta la existencia de un tono basal de 
liberación de endocannabinoides que mantenga niveles constantes de estos en diferentes tejidos 
(Pertwee, 1999).  
Con el fin de controlar las acciones biológicas de los endocannabinoides, hay 
mecanismos para su rápida eliminación de sus sitios de acción, así como vías para su posterior 
degradación. El hecho de ser moléculas lipofílicas, en un principio, facilita su difusión a través de la 
membrana. Sin embargo, para asegurar una rápida difusión, selectiva y regulada, el proceso 
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necesita ser facilitado por un transportador o que exista un mecanismo capaz de reducir 
rápidamente su concentración intracelular, o ambas cosas (Di Marzo y cols., 1994). 
 Algunos autores consideran que la liberación de anandamida se produce por un 
mecanismo de difusión facilitada a favor de gradiente (Hillard y cols., 1997). Hoy en día, existen 
numerosos trabajos que indican que la recaptación de la anandamida se realiza por medio de un 
transportador (Di Marzo y cols., 1994; Hillard y cols., 1997). La presencia de este transportador se ha 
descrito en neuronas, células gliales y células endoteliales (Beltramo y cols., 1997; Maccarrone y cols., 
2000). Sin embargo, esta teoría no puede considerarse válida hasta que no se consiga caracterizar 
molecularmente esta proteína transportadora. Por otra parte, diferentes autores mantienen que, 
por su elevada liposolubilidad, la anandamida no precisa de un transportador para atravesar la 
membrana celular y podría difundir a través de ella como lo hacen los ácidos grasos de cadena 
larga (Glaser y cols., 2003). 
Una vez establecida la unión receptor-ligando, en el interior celular, la anandamida es 
metabolizada por la FAAH (Cravatt y cols., 1996; Giang y Cravatt, 1997). Esta enzima hidroliza el enlace 
amida de la anandamida dando lugar a acido araquidónico y etanolamina, ocasionando la 
inactivación del endocannabinoide. Los productos de degradación son reincorporados a los 
fosfolípidos de la membrana celular. El aumento de los niveles de anandamida por la ablación 
genética de la FAAH, se asocia con la activación de gran número de respuestas CB1-dependientes 
(Cravatt y cols., 2001). 
 
 En cuanto al 2-AG, hasta el momento no está claro el proceso de recaptación del 
mismo. Algunos autores describen que tras su liberación, el 2-AG puede ser recaptado por el 
transportador de anandamida (Piomelli y cols., 1999), en cambio, otros sugieren que el 2-AG es 
recaptado por un transportador similar pero especifico para este endocannabinoide (Hajos y cols., 
2004). La degradación del 2-AG en el interior celular puede ser realizada por, al menos, dos tipos 
de enzimas. La principal vía de degradación del 2-AG es mediante la actuación de la MAGL (Dinh y 
cols., 2002), que convierte este endocannabinoide en ácido araquidónico y glicerol. Por otro lado, la 
FAAH exhibe también actividad esterasa, por lo que puede degradar el enlace éster del 2-AG, 
inactivándolo (Ueda, 2002).  
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 Mediante un enfoque proteómico, se identificaron dos hidrolasas del 2-AG 
adicionales, ABHD6 y ABHD12 (Blankman y cols., 2007). Debido a que la MAGL, ABHD6 y ABHD12 
muestran diferentes localizaciones subcelulares y, probablemente celulares, se cree que podrían 
controlar diferentes moléculas de 2-AG y, por lo tanto, eventos de señalización. Puesto que el AA 
es también un lípido bioactivo en el cruce de varias vías de señalización, la presencia de tres 
enzimas que hidrolizan el 2-AG, es relevante en la señalización celular dependiente o no de 
endocannabinoides (Savinainen y cols., 2012). El aumento de los niveles de 2-AG mediante el uso de 
un inhibidor selectivo de la MAGL, el JZL-184, se traduce en una amplia gama de respuestas CB1-
dependientes incluyendo analgesia e hipomotilidad (Long y cols., 2009). 
Por lo tanto, ambos lípidos, anandamida y 2-AG pueden funcionar como ECBs, al 
menos en un contexto farmacológico. Sin embargo, la importancia fisiológica de estos lípidos 
como ECBs depende en gran medida de la utilización de agentes farmacológicos como el 1,6-bis-
(cyclohexyloximinocarbonylamino)-hexano (RHC-80267) y tetrahidrolipstatina (THL), en el caso de 
2-AG, que además de inhibir las diacilglicerol lipasas α/β  (DAGLα/β), inhiben otras hidrolasas del 
cerebro (Hoover y cols., 2008). 
 
1.5. Mecanismos de transducción de señales  
 
Los principales mecanismos de transducción de señales en los que participan los 
receptores cannabinoides implican un cambio funcional en la estructura de las proteínas G 
inhibitorias (Gi/0). A través de estas proteínas, los receptores cannabinoides se acoplan a 
diferentes sistemas efectores y regulan: la inhibición de adenilato ciclasa, regulación de canales 
iónicos (de Ca++ y de K++) y activación de la vía de las proteínas quinasas activadas por mitogenos 










Figura. I6. Principales rutas de transducción de los receptores cannabinoides (adaptado de Lambert y Fowler, 2005). 
 
1.5.1. Mecanismo de transducción de señales del receptor CB1 
 
 Tanto el receptor CB1 como el CB2 están acoplados a la AC por una proteína Gi/o, por lo 
que la actuación de los cannabinoides suele conducir a una disminución de los niveles de  
Adenosín monofosfato cíclico (AMPc) (Devane y cols., 1988). Los agonistas endógenos, 
pueden, en ocasiones, estimular la formación de AMPc, posiblemente activando 
proteínas Gs debido a la existencia de varios tipos diferentes de adenilato ciclasas (Rhee y 
cols., 1998). 
 Los cannabinoides también inhiben los canales de Ca++ [del tipo N (Mackie y Hille, 1992) y 
del tipo P/Q (Twichell y cols., 1997)] y activan los canales de K+. El mecanismo de actuación 
parece implicar exclusivamente a los receptores CB1 y es independiente del 
metabolismo del AMPc. En el caso de las neuronas, se inhibe la entrada de Ca++ a las 
mismas, lo que origina en el terminal presináptico una disminución de la liberación de 
neurotransmisores. El receptor CB1 puede inactivarse por fosforilación: cuando es 
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fosforilado en su Ser317 por la proteína quinasa C (PKC), pierde su capacidad de activar los 
canales de K+ y de inhibir los de Ca++ (García y cols., 1998). 
 La ruta de la MAPK es un mecanismo de señalización clave que regula funciones celulares 
como crecimiento celular, transformación y apoptosis. Los receptores CB1 activan 
algunos miembros de la ruta como p42/p44 MAPK (también conocida como ERK 1/2) 
(Sanchez y cols., 1998; Bouaboula y cols., 1995), c-JUN N-terminal kinasa (Rueda y cols., 2000) y 
p38 kinasa (Rueda y cols., 2000; Derkinderen y cols., 2001). Aunque el mecanismo de 
modulación de MAPK por CB1 no se conoce, se han propuesto dos rutas de transducción 
de señales.  
o La primera a través de la activación de fosfatidilinositol 3 kinasa/proteína 
kinasa B (PI3K/PKB) que media la fosforilación de tirosina y la activación de 
Raf (Gómez del Pulgar y cols., 2000). 
o La segunda a partir de la liberación de ceramidas, que como mensajeros 
lipídicos secundarios activan la cascada Raf MAPK (Sanchez y cols., 1998). Las 
ceramidas pueden provenir de la hidrólisis de esfingomielina (Sanchez y cols., 
1998; 2001) o ser sintetizadas de novo (Gomez del Pulgar y cols., 2002). 
 
1.5.2. Mecanismo de transducción de señales del receptor CB2 
 
 El receptor CB2 también inhibe la AC a través de su interacción con proteínas Gi/o 
(Bayewitch y cols., 1995), pero a diferencia de CB1, nunca se acopla a proteínas Gs (Felder 
y cols., 1995). Los cannabinoides pueden modular también la ruta MAPK vía CB2, a 
través de la activación de PI3k/PKB, que en este caso induce la translocación de Raf-1 
a la membrana y la fosforilación de ERK 1/2 (Sánchez y cols., 2003). 
 La estimulación del receptor CB2 también incrementa los niveles de Ca++ intracelular 
a través de la activación de PLC y la consiguiente liberación de Ca++ de los reservorios 
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1.6. Efectos fisiológicos de los cannabinoides en el SNC  
 
Quizás, una de las acciones más destacadas de los ECBs en el SNC es que actúan 
como mensajeros retrógrados, es decir, los endocannabinoides liberados tras un estímulo desde 
la membrana postsináptica activan los receptores CB1 situados en la membrana presináptica de la 
neurona, provocando el cierre de los canales de calcio sensibles a voltaje, lo que inhibe la entrada 
de iones de calcio y simultáneamente, provoca la apertura de los canales rectificadores de potasio, 
produciendo la salida de iones de potasio de la célula (Wilson y Nicoll, 2002). Se inhibe así, la 
despolarización de la membrana y, por tanto, se retroinhibe la liberación de neurotransmisores 
como la dopamina, noradrenalina, acetilcolina y glutamato en diferentes regiones del cerebro 
(Schlicker y Kathmann, 2001). A continuación se citan algunos de los efectos de los CBs en el SNC: 
* Son agentes neuroprotectores en modelos animales de isquemia, excitotoxicidad y 
trauma cerebral (Mechoulam y cols., 2002; Van der Selt y Di Marzo, 2005) y también en 
enfermedades neurodegenerativas crónicas (Sagredo y cols., 2007).  
* Previenen de la muerte neuronal por excitotoxicidad, en experimientos tanto in vivo como 
in vitro, gracias a su capacidad para modular la transmisión glutamatérgica excitatoria a 
través de receptores CB1 presinápticos (Nadler y cols., 1993; Shen y cols., 1996; Skaper y cols., 1996; 
Molina-Holgado F. y cols., 1997; Hampson y cols., 1998; Marsicano y Lutz, 1999; Chen y cols., 2005; 
Fernández-López y cols., 2006; Gilbert y cols., 2007).  
* Modifican la respuesta inmune y la liberación de mediadores proinflamatorios, a través 
de su acción sobre receptores CB1, CB2 e incluso a través de mecanismos no mediados por 
receptores CB1 ni CB2 (Stella, 2004; Correa y cols., 2005, 2007; Klein, 2005).  
* Activan rutas de señalización de protección celular como las mediadas por la proteína 
quinasa B/Akt (PKB) (Molina-Holgado y cols., 2002), PKA (Kim y cols., 2005) o factores neurotróficos 
(Khaspekov y cols., 2004).  
* Modulan la excitabilidad neuronal y la homeostasis del calcio a través de efectos sobre 
canales de calcio, de potasio y de sodio, receptores NMDA y AMPA, uniones gap y reservas 
intracelulares de Ca++ (Caulfield y Brown, 1992; Mackie y Hille, 1992; Mackie y cols., 1993; Nadler y cols., 
1995; Venance y cols., 1995; Hampson y cols., 2000; Wilson y Nicoll, 2001; Docagne y cols., 2007). 
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* Algunos cannabinoides tienen propiedades antioxidantes (Hampson y cols., 1998; Marsicano y 
cols., 2002; Kim y cols., 2005; García-Arencibia y cols., 2007).  
* Reducen la tasa metabólica y la demanda de oxígeno mediada a través de receptores CB1 
en condiciones de hipotermia (Leker y cols., 2003).  
* Participan en la regulación de la actividad motora, la ingesta, la temperatura, el 
aprendizaje, la memoria y la nocicepción; también desempeñan un papel notable durante el 




El término de “oligodendroglía” o glía de escasas radiaciones fue acuñado por Pío del 
Río Hortega en el año 1914. Varios autores definieron a los corpúsculos intersticiales del sistema 
nervioso como “glía indiferente o apolar” y Cajal como “tercer elemento”. Entre dichos 
corpúsculos pseudo-apolares podemos diferenciar dos tipos celulares totalmente diferentes: la 
microglía y la glía interfascicular, y sólo la primera debe considerarse como el ya mencionado 
“tercer elemento”, ya que por su morfología, funcionalidad y génesis, dista de la verdadera 
neuroglía. La glía interfascicular se estudió entonces aparte, como un nuevo tipo de neuroglía 
poco diferenciado morfológicamente, pero fisiológicamente especializado (Río Hortega, 1921). 
De acuerdo con J.L. Monserrat, refiriéndose a Pío del Río Ortega  “Su método del 
carbonato de Plata amoniacal fue como para Cajal el nitrato de plata reducido y el oro sublimado, 
el medio que lo llevó a realizar importantes diagnósticos”. Con él desentrañaría el significado del 
hasta entonces misterioso y esquivo tercer elemento (Monserrat, 1945). Pío del Río Hortega en 
sucesivos trabajos llega a la conclusión de que existen dos clases de células dentro de este tercer 
elemento, una menos abundante de extirpe mesodérmica (microglía o mesoglía) y una más 
abundante de origen ectodérmico a la que denomina oligodendroglía (Polak, 1947).  
Los oligodendrocitos (OLs), tales como los conocemos hoy en día, son las células 
mielinizantes del SNC y son esenciales para su correcto funcionamiento. La mayoría de los 
oligodendrocitos aparecen durante la embriogénesis y la vida postnatal temprana en regiones 
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germinales restringidas en áreas periventriculares (Warf y cols., 1991; Pringle y Richardson, 1993; Timsit y 
cols., 1995; Olivier y cols., 2001; Rowitch, 2004; Vallstedt y cols., 2004). 
En el desarrollo del SNC, los OPCs se originan en discretas regiones, las cuales pueden 
estar a una distancia significativa de su posición final. Estas células deben, pues, migrar hasta 
alcanzar su posición final (Frost and  Ffrench-Constant,  2000). Los precursores de los oligodendrocitos 
(OPCs) del cerebro anterior se originan en el telencéfalo embrionario ventral (Spassky y cols., 1998; 
Woodruff y cols., 2001). Esta primera oleada de oligodendrogénesis es transitoria y la continúan los 
oligodendrocitos originados desde fuentes telencefálicas dorsales (Richardson y cols., 2006). Así, 
desde sus sitios de origen, los OPCs migran para colonizar tanto la sustancia gris como la sustancia 
blanca del cerebro (Qi y cols., 2002). 
 
2.1. Desarrollo de  oligodendrocitos 
 
Los oligodendrocitos mielinizantes son el resultado de la conversión de un linaje 
celular que tiene que someterse a un programa complejo y preciso  de proliferación, migración, 
diferenciación y mielinización para producir, finalmente, la vaina aislante de los axones. Debido a 
este complicado programa de diferenciación y debido a su particular fisiología/metabolismo, los 
oligodendrocitos se consideran las células más vulnerables del SNC (Bradl y Lassmann, 2010). La 
médula espinal y el cerebro contienen diferentes subclases de oligodendrocitos que derivan de 
diferentes fuentes (Figura. I8).  
En la médula espinal, la mayoría de los oligodendrocitos derivan del dominio 
especializado pMN de la zona ventricular ventral, el cual primero da lugar a precursores de 
neuronas motoras y luego cambia de neurogénesis a gliogénesis, dando lugar a células 
precursoras/progenitoras de oligodendrocitos. (Sun y cols., 1998; Lu y cols., 2002; Takebayashi y cols., 2002; 
Zhou y Anderson, 2002) (Figura. I7). Desde allí, los OPCs migran a lo largo de la médula espinal y 
finalmente se diferencian a OLs mielinizantes (Figura. I8). Más tarde, se origina en la zona dorsal 
de la médula (dominios dp2-5) una fuente adicional de OPCs, que contribuye en un  10-15 % a la 
población final de OLs en la médula espinal (Cai y cols., 2005; Fogarty y cols., 2005; Vallstedt y cols., 2004).  
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Figura. I7. Desarrollo de OPCs en 
médula espinal. Las neuronas se 
forman antes que la glía (astrocitos y 
OPCs). En general, los OPCs se forman 
antes que los  astrocitos y las células 
ventrales antes que las dorsales. 
Aproximadamente el 85% de todos 
los oligodendrocitos generados en la 
médula espinal se forman a partir del 
dominio pMN y el resto de 
progenitores lo hacen a partir de 
otros dominios. No se sabe si los 
astrocitos también se generan a partir 
del dominio pMN pero, si es así, es 
probable que estén en bajo número 
con respecto a los oligodendrocitos. dP1-dP6: dominios progenitores dorsales; pMN y p0-p3: dominios progenitores 
ventrales (Modificado de Richardson y cols., 2006).  En la médula espinal los precursores de oligodendrocitos se 
generan a partir del dominio PMN en las zonas ventriculares ventrales (E12.5). La generación de una segunda oleada 
de precursores se inicia en regiones más dorsales por trans-diferenciación de glía radial (Capacidad de una célula de dar 
origen a otra de distinta capa embrionaria de la cual ella misma proviene). 
 
En el cerebro anterior, los primeros OPCs se originan en la eminencia ganglional 
medial (EGM) y en el área anterior entopeduncular del prosencéfalo ventral. Estos OPCs pueblan 
todo el telencéfalo embrionario incluyendo la corteza cerebral y, a continuación, aparece una 
segunda oleada de OPCs derivada de las eminencias ganglionares laterales y/o caudales. La 
tercera oleada de OPCs, finalmente surge en la corteza postnatal (Figura. I8) (Kessaris y cols., 2006). 
Estas diferentes poblaciones de OPCs son funcionalmente redundantes: cuando una de ellas es 
destruida en la fuente, las células restantes se propagan hacia el territorio vacante y restauran la 























Figura. I8. En el telencéfalo, los precursores se producen en la eminencia ganglionar medial ventral (E 12.5) 
(OPCs1); la producción precursores derivados de la eminencia ganglionar lateral se inicia a los pocos días (OPCs2), y 
la producción de precursores  derivados de la corteza ocurre principalmente después del nacimiento (OPCs3) 
(Modificado de Richardson y  cols., 2006).  
 
En el cerebro anterior, la primera oleada de OPCs ventrales (OPCs1), surgen de 
células progenitoras Olig2 expresadas en el dominio pMN en estadio embrionario E12.5 y 
posteriormente, emigran para poblar todo el tubo neural. El desarrollo de estas células depende 
de la señalización mediada por Sonic hedgehog (SHH). En la segunda oleada (OPCs2), los OPCs 
dorsales se desarrollan a partir de células que expresan Olig2 de los dominios dP3, dP4, dP5 y dP6 
durante la fase fetal (en estadio E15.5) de una manera SHH independiente. Los orígenes de la 
tercera oleada (OPCs3), que se produce después del nacimiento, siguen sin estar claros (Fig.I8). 
Estos OPCs podrían surgir a partir de células progenitoras, que permanecen alrededor del canal 
central, o desde células proliferativas precursoras NG2,  que se expresan en todo el parénquima. 
En la médula espinal los OPCs de las regiones ventral y dorsal se entremezclan en el nacimiento, 
con un fuerte predominio de células derivadas del dominio  pMN. La contribución relativa de los 
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2.2. Oligodendrocitos y sistema endocannabinoide 
 
Molina-Holgado y cols., en 2002, revelaron la expresión del receptor CB1 en las 
distintas etapas del desarrollo de oligodendrocitos de rata en experimentos in vivo e in vitro. En 
cultivos primarios, los oligodendrocitos, progenitores y diferenciados, también expresaban CB2, 
pero no así,  in vivo. Los cannabinoides, a través de la activación de los receptores CB1 y CB2 
protegen los progenitores de oligodendrocitos de la apoptosis, vía un mecanismo dependiente de 
la ruta de señalización PI3K/Akt (Molina-Holgado y cols., 2002). También son capaces de reducir la 
respuesta de las células T-CD4+ en un modelo animal de Esclerosis Múltiple (MS), consiguiendo un 
incremento significativo en la capacidad de remielinización de los axones (Arévalo-Martín y cols., 
2003). Esto sugiere que los CBs, a través de sus acciones anti-inflamatorias y los efectos en la 
supervivencia y diferenciación de los oligodendrocitos, pueden favorecer la reparación de la 
mielina de forma directa. 
 
2.3. Regulación de la proliferación y la diferenciación de los oligodendrocitos 
 
La habilidad de los OPCs para proliferar parece depender de señales extrínsecas. In 
vitro, se ha demostrado que uno de los principales promotores de la proliferación es el Factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el cual es secretado por astrocitos y neuronas (Noble y 
cols., 1988; Raff y cols., 1988; Richardson y cols., 1988; Levine,  1989; Franklin y ffrench-Constant, 2008). Además, 
ratones trasgénicos con neuronas que sobreexpresan PDGF exhiben un significativo incremento en 
el número de OPCs (Calver y cols., 1998).  Los OPCs en cultivo continúan dividiéndose 
indefinidamente a menos que también estén presentes factores que regulen la parada del ciclo 
celular (Barres y cols., 1994; Durand y cols., 1998). Por ejemplo, la adición de hormona T3 (T3) y ácido 
retinóico (RA) al medio limita la capacidad proliferativa de los OPCs (Barres y cols., 1994; Gao  y cols.,  
1998). En efecto, en presencia de ambos PDGF y T3, los OPCs experimentan un periodo fijo de 
división celular seguido de la diferenciación de los mismos. Bajo estas condiciones, la transición de 
OPCs a oligodendrocitos parece ser regulada por un programa intrínseco (Raff, 2006).  
Existen dos regiones neurogénicas que están presentes en el cerebro  anterior 
postnatal del ratón: la zona subependimaria rostral del ventrículo lateral, la llamada SVZ y la capa 
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subgranular (SGZ)  del giro dentado del hipocampo (Luskin, 1993; Lois y Alvarez-Buylla, 1994; Morshead y 
cols., 1998). En estas regiones, las divisiones celulares siguen teniendo lugar durante toda la vida, ya 
que las interacciones complejas entre los programas moleculares intrínsecos y determinantes 
extrínsecos, inducen a las células madre neurales (NSCs) y progenitores neurales (NPs) a proliferar, 
diferenciarse  y a someterse a la muerte celular por apoptosis.  
Se han identificado numerosos factores extracelulares, así como varios tipos de 
quinasa y otras moléculas que regulan la proliferación de las NSCs y de las células progenitoras y la 
diferenciación en la SVZ (Conover y cols., 2000; Coskun y Luskin, 2002; Doetsch y cols., 2002; Lai y cols., 2003; 
Molofsky y cols., 2003; Anton y cols., 2004; Leone y cols., 2005;  Ghashghaei y cols., 2006; Lledo y cols.,  2006; Meng 
y cols., 2006; Ricard y cols., 2006). 
La progresión del ciclo celular de G1 a la fase S es activada por (a) las quinasas 
dependientes de ciclinas (Cdks) (CDK2, 4  y 6), que se activan tras la unión de las subunidades 
reguladoras específicas, las ciclinas, (ciclina E, D y A, respectivamente; Morgan, 1997) y (b) la 
fosforilación de su proteína diana, proteína de retinoblastoma (Rb), que provoca la liberación de 
factores de transcripción E2F1-4 (Mittnacht, 1998; Knudsen y Knudsen, 2006). Los inhibidores de CDKs, 
p19INK4d, p21Cip1, p27Kip1 funcionan como inhibidores de la proliferación (Durand y cols., 1998;  
Casaccia-Bonnefil y cols., 1999; Ghiani y cols., 1999; Coskun y Luskin, 2002; Doetsch y cols., 2002). Se ha 
demostrado que la Cdk2 es crítica para la proliferación y la auto-renovación de las células 
progenitoras neurales en la zona subventricular del adulto (Jablonska  y cols., 2007). Estudios previos 
han demostrado que el complejo Cdk2-ciclina E juega un papel importante en la regulación del 
ciclo celular de las células progenitoras NG2+ en cultivo y que la expresión Cdk2 está regulada a la 
baja  en progenitores en el adulto (Ghiani y Gallo, 2001; Belachew y cols., 2002). Además, un análisis 
anterior también reveló niveles más altos del complejo Cdk4/6-ciclina D en progenitores NG2+ en 
división versus progenitores quiescentes, lo que sugiere una posible implicación de esta quinasa 
en el mantenimiento de la proliferación celular (Ghiani y Gallo, 2001). 
Posibles cambios en el papel y la función de estos reguladores intrínsecos durante el 
desarrollo postnatal de NPs son todavía en gran parte desconocidos, pero es probable que 
desempeñen un papel importante en la modificación de la tasa de proliferación de los 
progenitores en la SVZ entre el nacimiento y la edad adulta. 
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Durante la fase aguda de la desmielinización, los  
OPCs en la lesión, aumentan su expresión de Nkx2.2 y Olig2, dos factores de trasnscripción que en 
combinación son críticos para la diferenciación de los oligodendrocitos durante la mielinización en 
el desarrollo. El aumento de la expresión de Nkx2.2 y Olig2 desempeña un papel de importancia 
crítica en la diferenciación de los OPCs adultos en oligodendrocitos remielinizantes y estos genes 
pueden presentar nuevas dianas para la manipulación terapéutica en los casos en los que se altere 
la remielinización (Fancy y cols., 2004). 
En situaciones patológicas, sería necesario que los OPCs adultos respondieran al daño 
con un cambio funcional desde un estado de reposo a un fenotipo activado, con sobreexpresión 
de factores de transcripción pro-oligodendrogénicos como el Nkx2.2 u Olig2. (Fancy y cols., 2004), 
favoreciéndose el reclutamiento de los OPCs (Levine y Reynolds, 1999). Así, el reclutamiento de los 
OPCs no parece ser un factor limitante para la remielinización, a diferencia del fracaso en el 
proceso de diferenciación de los mismos. 
 
2.4.  Regulación de las señales que guían la migración de los OPCs 
 
Tanto señales estimuladoras como inhibidoras, son capaces de regular el ritmo y el 
alcance de la migración de células neurales de manera diferencial. Estas incluyen componentes de 
la matriz extracelular (ECM) (ffrench-Constant y cols., 1988; Frost y cols., 1996), factores de crecimiento 
(GFs) (Simpson y Armstrong, 1999) y quimioquinas (Tsai y cols., 2002). La identificación de señales que 
controlan la migración de los OPCs es de crucial importancia para la comprensión del desarrollo de 
los mismos y para diseñar estrategias de remielinización. 
Diferentes de moléculas secretadas parecen participar en la migración de los OPCs: 
factores de crecimiento como el PDGF, el  factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) (Redwine y 
cols., 1997; Spassky y cols., 2001) o el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) (Yan y Rivkees, 2002; 
Ohya y cols., 2007); moléculas quimiotrópicas como las netrinas y semaforinas secretadas (Jarjour y 
cols., 2003; Tsai y cols., 2003) y la quimioquina CXCL1 (de Castro y Bribián, 2005). Aunque no hay duda de 
que estos factores juegan un papel en la migración de los OPCs, el modo de acción exacto de estos 
factores es aún materia de controversia, en parte debido a las diferencias en modelos de 
laboratorio, sistemas de cultivo y fases de desarrollo estudiados. La migración de los OPCs no sólo 
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se controla mediante moléculas secretadas, sino que también está regulada por mecanismos que 
implican el contacto mediado entre proteínas de la ECM y diferentes moléculas de la superficie 
celular (Wang y cols., 1994; Kiernan y cols., 1996; Frost y cols., 2009), N–cadherinas (Milner y cols., 1997; 
Niehaus y cols., 1999; Prestoz y cols., 2004; Schnadelbach y cols., 2000; Tiwari-Woodruff y cols., 2001) e incluso, 
moléculas adicionales no identificadas. Una vez situados en su destino final, algunos OPCs 
persisten en esta fase, mientras que la gran mayoría se diferencian para convertirse en 
oligodendrocitos formadores de mielina. 
 
2.5. Principales marcadores de los OPCs 
 
A lo largo de las diferentes etapas de desarrollo los oligodendrocitos muestran 
diferentes marcadores propios de su linaje. La Tabla I2 muestra algunos de los más destacados. 
 
PROTEÍNA ETAPA DEL DESARROLLO Referencia 
Nkx2.2 OPCs (↑) y oligodendrocitos maduros (↓) Kuhlmann y cols., 2008 
NG2 OPCs Keirstead y cols., 1998 
Olig2 OPCs (↑) y oligodendrocitos maduros(↓) Kuhlmann y cols., 2008 
A2B5 OPCs (-FBS) y astrocitos (10%FBS) Raff y cols., 1983 
GalC OPCs en diferenciación y oligodendrocitos maduros Wolswijk, 1998; Wolswijk, 2000 
Sox10 OPCs y oligodendrocitos diferenciados Küspert y cols., 2011 
CNP OPCs y oligodendrocitos diferenciados Brunner y cols., 1989; Aboul-Enein y cols., 2003  
O4 OPCs y oligodendrocitos maduros Wolswijk, 1998 
MBP Oligodendrocitos diferenciados Brunner y cols., 1989; Aboul-Enein y cols., 2003  
MAG Oligodendrocitos diferenciados Aboul-Enein y cols., 2003 
MOG Oligodendrocitos diferenciados Brunner y cols., 1989; Aboul-Enein y cols., 2003  
PLP Oligodendrocitos diferenciados Patrikios y cols., 2006 
RIP Oligodendrocitos mielinizantes Berger y Frotscher, 1994 
 
Tabla I2.  Marcadores de diferentes etapas del desarrollo de los oligodendrocitos 
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3. MIELINIZACIÓN Y REMIELINIZACIÓN 
 
En el contexto de las patologías dis- o des-mielinizantes la importancia de la 
mielinización se pone de manifiesto por el aumento de las disfunciones neurológicas, 
consecuencia del daño axonal en aquellos axones que han perdido su vaina de mielina. Por 
consiguiente, en estas patologías, la remielinización favorecerá la estabilidad y supervivencia 
axonal (Irvine y Blakemore, 2008). 
Los oligodendrocitos expresan receptores de glutamato permeables a Ca++ y 
presentan baja resistencia a procesos de estrés oxidativo, dos factores que les hace 
particularmente susceptibles a procesos de apoptosis y necrosis (revisado en Matute y cols., 2007). El 
daño de los OLs compromete la función del cerebro y su lesión o muerte es una característica 
importante en desórdenes desmielinizantes y neurodegenerativos como la esclerosis múltiple. 
Sin embargo, su supervivencia y exitosa diferenciación a OLs mielinizantes requiere 
un contacto axón-oligodendrocito adecuado (Fernández y cols., 2000) y factores tróficos liberados por 
neuronas y astrocitos (Barres y cols., 1992; Gard y cols., 1995). 
Una pregunta clave que ha generado mucho debate a lo largo de los años es el origen 
de  nuevos oligodendrocitos que re-mielinizarán axones desnudos. La respuesta es que la re-
mielinización la realizan oligodendrocitos generados de nuevo a partir de precursores residentes 
en el tejido adulto (Keirstead y cols., 1998; Redwine y Armstrong, 1998). 
Esta observación se apoya en los trabajos pioneros de William Blakemore que 
demostraron que los OLs que han perdido su vaina de mielina,  sobreviven y pueden sintetizar 
nueva membrana e incluso, contactar con el axón aunque no son capaces de formar nuevas vainas 
(Keirstead y Blakemore, 1997). 
 
3.1. Procesos implicados en la (re)-mielinización 
 
La remielinización por los OLs requiere de la recapitulación de eventos que 
normalmente ocurren durante el desarrollo: los OPCs proliferan, migran hacia la zona de lesión 
desmielinizada y se diferencian a células que forman mielina al contactar con los axones (Franklin y 
Blakemore, 1997). La diferenciación  de las células, a menudo, se asocia con la transición de un 
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estado proliferativo a un estado quiescente, desde el cual, las células diferenciadas no vuelven a 
dividirse (Yan y Ziff, 1995).  
La remielinización, la restauración de las nuevas vainas de mielina a axones 
desmielinizados, no es llevada a cabo por los oligodendrocitos maduros pre–existentes 
(Prayoonwiwat y Rodriguez, 1993; Targett y cols., 1996; Keirstead y Blakemore, 1997;  Sim y cols., 2002), sino que 
en la mayoría de los casos implica la generación de nuevos oligodendrocitos maduros del adulto, 
una población de OPCs en estado quiescente distribuída a lo largo del SNC (Wolswijk y Noble, 1989;  
Groves y cols., 1993; Warrington y cols., 1993; Gensert y Goldman, 1997;  Carroll y cols., 1998; Levine y Reynolds, 
1999; Zhang y cols., 1999; Nunes y cols., 2003; Fancy y cols., 2004).  Un área de especial importancia que se 
describe a continuación, es la SVZ. 
 
3.1.1. Zona Subventricular  
 
La neurogénesis persiste en la SVZ en cerebro de ratones postnatales y adultos 
(Altman, 1969; Luskin, 1993; Lois y Alvarez-Buylla, 1994). En 1997, Doetsch describió la citoarquitectura en 
rata de la SVZ mediante criterios morfológicos e inmunohistoquímicos (Figura. I9), identificandon 
cuatro tipos celulares:  
** Células tipo A o neuroblastos: células con cuerpos alargados, pocos procesos y forman 
cadenas orientadas tangencialmente en la SVZ y corriente migratoria rostral (RMS). Estas 
células expresan nestina, βΙΙΙ-Tubulina, Dlx-2 y la forma polisializada de la molécula de adhesión 
celular neural (PSA-NCAM) (Doetsch y col., 1997; Doetsch y cols., 2002).  
** Células tipo B o células tipo astrocitos: son células quiescentes con una baja tasa de 
proliferación que poseen características de astrocitos, uniones tipo “gap”, gránulos de 
glucógeno y densos cuerpos celulares. Expresan nestina y proteína ácida fibrilar glial (GFAP) 




que a su vez, dan lugar a las células A o neuroblastos.
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 Citoarquitectura en rata de la SVZ.
 Génesis de neuroblastos a partir de células madre de la SVZ (células B).





 Las células B generan las células amplificadoras de transición (células C), 
(Doetsch y cols., 1999)
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el ventrículo lateral y expresan 
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Los neuroblastos (células A) migran por la RMS hasta el bulbo olfatorio (BO) (Altman, 
1969), donde se diferencian a neuronas glomerulares y periglomerulares. Posteriormente, se 
describió que las células originadas en la SVZ pueden, además, dar lugar a neuronas que migran a 
diferentes regiones de SNC (Gould y cols., 1999; Magavi y cols., 2000). La SVZ tiene la capacidad de 
generar tanto neuronas como glía (Lois y Alvarez-Buylla, 1993; Kirschenbaum y Goldman, 1995). Existe una 
estrecha interacción entre las células B y las células ependimarias (Lim y cols., 2000). Así, las células B 
producen proteínas morfogenéticas del hueso (BMPs) que inhiben la neurogénesis, favoreciendo 
la diferenciación glíal, mientras que las células ependimarias secretan la proteína Noggin, que 
inhibe las BMPs, promoviendo de esta manera la producción de neuroblastos por parte de las 
células B.  
En estudios con retrovirus marcados con la proteína verde fluorescente (GFP) (Kakita y 
Goldman, 1999) propusieron un patrón de migración de los progenitores gliales en la SVZ postnatal. 
Este patrón varía en función del área de la SVZ de la que provengan las células, así, las células de la 
zona dorsolateral migran radialmente a la sustancia blanca adyacente y a la corteza y 
tangencialmente al estriado. Sin embargo, las células que migran desde la zona estriatal se 
mueven en paralelo a la superficie ventricular, sugiriendo migración dorsal o ventral. No obstante, 
no existe una barrera definida entre ambas zonas por lo que se puede producir en ocasiones la 
mezcla de los progenitores.  
Por otro lado, se ha demostrado la expresión del receptor CB1 en la SVZ adulta, por lo 
que los cannabinoides podrían estar implicados en la proliferación de los precursores neurales (Jin 
y cols., 2004). 
Por tanto, los astrocitos de la SVZ en el adulto (células tipo B) sirven como 
progenitores primarios de nuevos oligodendrocitos en el cerebro normal y patológico. Los 
resultados de Menn, sugieren que las células tipo B  de la SVZ, a través de las células de transición 
amplificadoras (células de tipo C), dan lugar a oligodendrocitos jóvenes Olig2 migratorios que se 
desplazan fuera de la SVZ hacia el CC, cuerpo estriado y fimbria para diferenciarse en 
oligodendrocitos mielinizantes y no mielinizantes (Menn y cols., 2006). En comparación con el gran 
número de nuevas neuronas nacidas en la SVZ, normalmente se producen pocos oligodendrocitos 
a partir de células adultas tipo B. Esto puede estar relacionado con la lenta tasa de recambio 
celular de los oligodendrocitos en el cerebro adulto (McCarthy y Leblond, 1988). 
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 Curiosamente, el número de OLs derivados de células de tipo B de la se ha visto 
incrementada tras una lesión desmielinizante. En estas condiciones, los oligodendrocitos 
generados  a partir de la  SVZ expresan marcadores de mielina, lo que sugiere que contribuyen al 
proceso de remielinización. Esto concuerda con la sugerencia de que, además de los OPCs del 
parénquima (Fancy y cols., 2004), los progenitores de la SVZ  puedan contribuir a la reparación de 
tractos dañados (Nait - Oumesmar y cols., 1999; Picard-Riera y cols.,  2002; Petratos y cols., 2004). 
 El proceso de remielinización se lleva a cabo en varias etapas. En primer lugar, los 
OPCs locales del adulto deben cambiar de un estado de reposo a un fenotipo de regeneración 
(Franklin y ffrench-Constant y cols., 2008). Esta transición parece ser desencadenada por factores 
derivados de células de microglía y astrocitos activados (Glezer y cols., 2006;  Rhodes y cols.,  2006) y no 
por la desmielinización per sé (Nielsen y cols.,  2006) y conduce a la proliferación de OPCs y 
reclutamiento hacia áreas desmielinizadas (Franklin y ffrench-Constant, 2008). Entonces, comienza la 
diferenciación de los OPCs a OLs remielinizantes. Todos los pasos siguientes: las interacciones con 
axones no mielinizados, la expresión de genes de mielina, la elaboración envasado y de la 
membrana de mielina para formar vainas de mielina son similares en la mielinización de los OPCs 
durante el desarrollo y en OPCs remielinizantes durante el proceso de remielinización (Franklin y 
ffrench-Constant, 2008).   
 
3.2. El sistema endocannabinoide como diana terapéutica en desmielinización 
 
El estudio de las señales que regulan la proliferación pero sobre todo la 
diferenciación de los OPCs, e incluso la especificación de los precursores neurales hacia el linaje 
oligodendroglial, podría favorecer el desarrollo de estrategias terapéuticas promotoras de  
remielinización en patologías desmielinizantes. En este sentido, el sistema cannabinoide 
endógeno podría jugar un papel relevante en los procesos mencionados.  
 
En esta línea, trabajos de grupos nacionales y del nuestro propio han demostrado 
que la activación de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 en cultivos primarios de células 
madre/precursores neurales induce su proliferación y especificación hacia fenotipos gliales (Aguado 
y cols., 2005; Aguado y cols., 2006; Palazuelos y cols., 2006; Molina-Holgado F y cols., 2007).  
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Resultados recientes de nuestro grupo indican que los agonistas cannabinoides CB2 
aumentan la expresión de la PSA-NCAM en precursores neurales migratorios desde la SVZ, 
mientras que ambos receptores son necesarios para que aumente  la expresión de la proteína 
básica de mielina (MBP) en oligodendrocitos de la cápsula externa (Arévalo-Martín y  cols., 2007). 
Por otro lado, la amplificación de las acciones de los ECs mediante la inhibición de su 
degradación enzimática ha surgido como una estrategia alternativa para explotar el SEC para su 
posible beneficio clínico  (Lichtman y cols., 2010). 
 
3.2.1. El sistema endocannabinoide y la esclerosis múltiple  
 
Se ha puesto de manifiesto que los CBs presentan propiedades terapéuticas en 
diversas  patologías del SNC, entre las que se encuentran la enfermedad de Parkinson, la 
enfermedad de Alzheimer, el infarto cerebral y la esclerosis múltiple (Ben Amar, 2006). También los 
resultados obtenidos con los modelos experimentales de la enfermedad, como la Encefalomielitis 
Autoinmune Experimental (EAE) y la enfermedad desmielinizante inducida por el virus de Theiler 
(TMEV-IDD) respaldan la idea de los efectos beneficiosos de los cannabinoides en la enfermedad 
(Baker y cols., 2000; Arévalo-Martín y cols., 2003). Sin embargo, desconocemos si los endocannabinoides 
son capaces de modular las etapas previas a la diferenciación de los OPCs, ésto es, de inducir su 
proliferación o modular su migración en condiciones fisiológicas o incluso la diferenciación en 
condiciones patológicas similares a las presentes en placas de desmielinización de MS.  
La inflamación, la respuesta autoinmune, la desmielinización  y daño axonal participan 
en la patogénesis de la esclerosis múltiple. Cada vez existen más evidencias que apoyan la idea de 
un efecto beneficioso de los compuestos cannabinoides para el tratamiento de esta enfermedad. 
 En ensayos clínicos, se ha demostrado que los derivados del cannabis son activos en 
el dolor relacionado con la MS (Svendsen  y cols., 2004; Rog y cols., 2005; Svendsen y cols., 2005; Barnes, 2006; 
Iskedjian y cols., 2007). 
 En modelos experimentales como la encefalitis alérgica experimental crónica en su 
modalidad recurrente remitente (CREAE) se han realizado algunos estudios, siendo el más 
significativo el trabajo Baker que abrió ciertas expectativas al mostrar que los cannabinoides 
mejoraban la espasticidad muscular mediante mecanismos mediados por receptores CB1 y CB2 
(Baker y cols., 2000).  
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 En el modelo de Theiler, que contempla la posible etiología vírica de la esclerosis 
múltiple y reproduce las características de esta enfermedad en su fase progresiva. El tratamiento 
con agonistas sintéticos selectivos de los receptores CB1 y CB2 favorece la remielinización en este 
modelo vírico de esclerosis múltiple en una fase primaria progresiva disminuyendo la inflamación 
en la médula espinal (Arévalo-Martín  y cols., 2003). Se comprobó que la administración subcrónica de 
cannabinoides sintéticos (agonistas CB1 o CB2) a ratones que presentaban una clara deficiencia 
neurológica conducía a una recuperación funcional motora, junto con una drástica reducción en la 
inflamación medular y a una potenciación de la remielinización (Arévalo-Martín y cols., 2003).  
 En ratas con EAE, el THC administrado una vez después de la aparición de la 
enfermedad, reduce de manera significativa el pico máximo de la enfermedad. Una reducción en 
la respuesta inflamatoria en el cerebro y la médula espinal también ha sido observada en los 
animales tratados con el dexanabinol (HU-211, cannabinoide sintético no psicoactivo) (Achiron y 
cols., 2000). En otro ensayo en ratas, todos los animales tratados con placebo desarrollaron una 
clínica de EAE severa y más del 98% murieron, mientras que los animales tratados con THC o no 
tenían signos clínicos o presentaban síntomas leves, con retraso en el inicio de los mismos, con 
una supervivencia superior al 95%  (Lyman y cols., 1989). WIN-55.212-2, otro cannabinoide sintético, 
también se encontró que era capaz de mejorar los signos clínicos de la EAE y de disminuir la  
infiltración celular de la médula espinal, parcialmente a través de CB2 (Sanchez y cols., 2006). El uso 
de un modelo crónico de la MS en ratones, demostró que los signos clínicos y daño axonal en la 
médula espinal fueron reducido por el cannabinoide sintético, HU-210 (Docagne y cols., 2007).  
Estos son sólo algunos ejemplos de una amplia gama de cannabinoides que producen 
efectos beneficiosos en patologías que afectan al SNC y otras enfermedades que están 
acompañadas de una  inflamación crónica  (Walter y Stella, 2004; Klein, 2005; Mestre y cols., 2006).  
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Hipótesis y objetivos_______________________________________________________________ 




Una hipótesis que barajamos es que la señalización por el endocannabinoide 2-
AG, autocrina o paracrina, regula aspectos fundamentales del proceso de reclutamiento de los 
OPCs, incluyendo la proliferación, la migración, la diferenciación y la mielinización.  
 
Nuestro grupo ya ha demostrado la evidencia convincente de que los receptores 
cannabinoides  funcionales se expresan en cultivos de oligodendrocitos purificados, en el cuerpo 
calloso posnatal y adulto, y en la sustancia blanca de la médula espinal en (Molina-Holgado y cols., 
2002; Arévalo-Martín y cols., 2007; García-Ovejero y cols., 2009, respectivamente). 
 
Los objetivos particulares de esta tesis son: 
 
 Comprobar la existencia del sistema endocannabinoide en los 
oligodendrocitos a diferentes etapas de desarrollo de los mismos: receptores CB1/CB2, enzimas de 
síntesis, DAGLα/β y degradación, MAGL 
 
 Demostrar la necesidad de la activación del sistema endocannabinoide para 
el correcto funcionamiento de la proliferación, migración y diferenciación de los oligodendrocitos, 
que conducen a la mielinización en condiciones normales 
 
 Estudiar si el agonismo cannabinoide es capaz de favorecer la respuesta del 
sistema endocannabinoide en los procesos previos a la mielinización 
 
 Investigar la necesidad y modulación de las vías de señalización 
PI3K/Akt/mTOR y Src por el sistema endocannabinoide en la proliferación, migración y 










































1.1. REACTIVOS GENERALES (CULTIVOS CELULARES) 
 
A continuación se muestra una tabla (Tabla M&M1) en la que se incluyen los 
reactivos generales utilizados en los cultivos celulares.  
 
ABREVIATURA PRODUCTO CONCENTRACIÓN CASA 
COMERCIAL 
DMEM Medio de Cultivo Eagle Modificado por Dulbecco  GIBCO 
DMEMF12 Medio de Cultivo Ham`s F12  GIBCO 
L15 Medio Leibowitz L-15  SIGMA 
HBSS Solución de Sales Equilibrada Hank  LONZA 
SFM Medio Libre de Suero (en DMEMF12)   
              Apotransferrina 50μg/ml SIGMA 
Triiodotironina 30mg/ml SIGMA 
Hidrocortisona 1μM SIGMA 
Progesterona 60ng/ml SIGMA 
D-Biotina 10ng/ml SIGMA 
Selenio 40ng/ml SIGMA 
Insulina 10μg/ml SIGMA 
Putrescina 16μg/ml SIGMA 
Albúmina de Suero Bovino (BSA) 7.5% -> 0.1% SIGMA 
 Antibiótico (P/S) 5000 U/μlP 
5000 μg /μl S->(1%) 
GIBCO 
PDGF-AA Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas 10ng/ml PEPROTECH 
b-FGF Factor de Crecimiento de Fibroblastos Básico 10ng/ml PEPROTECH 
T3 Triyodotironina 30ng/ml SIGMA 
PLD Poli-D-Lisina 5μg/ml SIGMA 
PORN Poli-L-Ornitina 15μg/ml SIGMA 
MATRIGEL Mezcla de proteínas secretadas por células de sarcoma  
de ratón Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) 
1:10 BD 
FBS Suero Fetal Bovino 10% GIBCO 
GS Suero de Cabra 10% SIGMA 
TRIPSINA Peptidasa 0.25% SIGMA 
DNAsa I Deoxiribonucleasa 10mg/ml ROCHE 
P/S Penicilina/Estreptomicina 50U/ml GIBCO 
PBS Tampón Fosfato Salino  VWR 
EDTA Ácido-Etilén-Diamino-Tetra-Acético 5mM SIGMA 
PFD Paraformaldehído 4% WWR 
CβA Citosina-β-D-Arabinofuranosido 0.25-0.5μm SIGMA 
BrdU Bromodeoxiuridina 1:1000 SIGMA 
H2Od Agua destilada   
N2 Nitrógeno   
 
Tabla M&M1. Listado de productos generales usados en los cultivos celulares y concentraciones empleadas. 
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1.2. ANTICUERPOS  
 
Para este estudio se han utilizado diferentes anticuerpos específicos que se indican 




IHCQ WB CONCENTRACIÓN CASA COMERCIAL 
A2B5 X  1:10 American Type Culture Collection 
OX-42 X  1:500 Serotec 
GFAP X  1:1000 Dako 
NG2 X  1:500 Millipore 
Olig2 X  1:300 R&D 
Sox10 X  1:500 R&D 
Ki67 X  1:1000 Thermo (Rb)-Sta. Cruz (Ms) 
pH3 (Ser10) X  1:1000 Millipore-Upstate 
MBP X X 1:1000 Covance 
CNPasa  X 1:1500 Covance 
O4 X  1:15 Sommer I. and Schachner M. 
α-Tubulina X X 1:40000 Sigma 
DAGL-α X X 1:1000 Abcam 
DAGL-β X X 1:500 Abcam 
MAGL X X 1:500 
 Abcam-Cayman 
 
CB1 C-Term X X 1:2000 
 Frontier Institute Cayman 
 
CB1 N-Term X  1:1000 Abcam__Cayman 
CB2 X X 1:1000 R&D_Chemicon_Cayman_Abcam 
P-Src  X 1:1000 Cell Signaling 
P-Akt  X 1:1000 Cell Signaling 
P-mTOR (Ser2448)  X 1:1000 Cell Signaling 
Cdk 2  X 1:2000-1:500 Sta. Cruz-B.D. 
BrdU X  1:1000 Abcam 
GalC X  1:15 Dr. Ranscht (La Jolla Center Research Center) 
P27 [KIP1]  X 1:40000 BD 
Ciclina E  X 1:1000 Santa Cruz 
 










1.3. DROGAS  
 
Las drogas utilizadas tanto para el bloqueo de las vías de señalización implicadas en 
los procesos estudiados, tanto de activación como de inhibición de la maquinaria 
endocannabinoide, se muestran en la siguiente tabla (Tabla M&M3). Se detallan las 











 CASA    COMERCIAL 
Ki CB1 (nM) Ki CB2 (nM) 
ACEA Agonista Selectivo CB1    1.4 >2000 0.5μM TOCRIS 
JWH133 Agonista Selectivo CB2    677 3.4 0.5μM TOCRIS 
HU-210 Agonista Mixto CB1/CB2    0.1 0.2 0.5μM TOCRIS 
AM281 Antagonista Selectivo CB1    12 42000 1μM TOCRIS 
SR141716 Antagonista Selectivo CB1    11.8 13200 1μM Sanofi-Synthelabo 
AM630 Antagonista Selectivo CB2    5152 31.2 1μM TOCRIS 
2-AG Cannabinoide Endógeno    519 618 1μM-2μM TOCRIS-SIGMA 
RHC-80267 Inhibidor DAGLα/β  5μM SIGMA 
JZL-184 Inhibidor MAGL  1μM Cayman 
LY294002 Inhibidor PI3K  5 μM-25μM TOCRIS 
Rapamicina Inhibidor mTOR  3nM-25nM SIGMA 
PP2 Inhibidor Src  1.25 μM-2.5 μM Biomol International LP 
Hemopresina Agonista Inverso CB1  1μM TOCRIS 
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1.4. REACTIVOS INMUNOHISTOCITOQUÍMICA Y WESTERN BLOT  
 
 En las Tablas M&M4 y M&M5 se muestran los reactivos generales que se han empleado 









Tritón: Detergente permeabilizante (Sigma) 
BSA 
Albúmina de Suero Bovino (Sigma) al 0.5% en PBT  
PFD 
Paraformaldehído al 4% en PB (Sigma) 
HOECHST 33258 (1mg/1ml): Tinción de Núcleos (Invitrogen)--[1:10000]  
INMUMOUNT 
Medio de Montaje fluorescente (Thermo Scientific) 
AZIDA SÓDICA 0.02% (Sigma) 
 




















WESTERN BLOT  
 Tampón para lisar Poteínas: Tris-Np40                 Tris-HCl pH 7.4 [20mM] 
 NaCl [137mM]    








Inhibidores de proteasas y fosfatasas 
 DTT [5 μl/ml] SIGMA 
 NaOrtovanadato  [10 μl/ml] SIGMA 
 NaF [10 μl/ml] SIGMA 
 Complete  Inhibidores [50x] Complete Mini (Roche) 
TBS: Tampón Tris Salino 0.2M (2x)                    0.1M (1x) 
TBST: Tampón Tris Salino+0.1% Tween-20 
Tween-20 (Sigma) 
Geles Acrilamida 
Gel Separador - 10%_0.375 M. Tris, pH 8.8 _en H2Od 
1.5M. Tris-HCl pH 8.8 SIGMA 
10% SDS  SIGMA 
Acrilamida/bis 30%  Biorad 
10% persulfato amónico (APS) SIGMA 
TEMED Biorad 
Gel Concentrador – 4.0%_0.125 M. Tris, pH 6.8_en H2Od 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 SIGMA 
10% SDS SIGMA 
Acrilamida/bis 30%  Biorad 
10% persulfato amónico (APS) SIGMA 
TEMED Biorad 
Tampón de carga (TBE) (5x): 
Tris-HCl 62,5 mM, pH 6.8 
DTT 5µl / ml 
Β – Mercaptoetanol  7µl/100µl 
Glicerol 10% 
SDS 6% 




Tampón de electroforesis (Running buffer) (10x): 





Tampón de transferencia (Transfer buffer) (10x): 
Tris [25mM] 




Patrón de carga PageRulerTM Prestained Protein Ladder  Thermo Scientific. 
Tampón de bloqueo: TBS-T- Leche 5% Biorad 
TBS 10X (25 mM Tris/137 mM NaCl), pH 7.4 SIGMA 
Restore western blot stripping buffer  Pierce 
Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate  Thermo 
 




   1x 
   1x 
   1x 
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1.5. OTROS (REACTIVOS Y MATERIAL)  
 
En la Tabla M&M6 que se muestra abajo, se incluyen otros reactivos y materiales 
utilizados en este estudio. 
 
OTROS OBSERVACIONES 
Agarose low Melting Agarosa de Bajo Punto de Fusión (Pronadisa. Laboratorios Conda) 
Tampón Borato pH 8.5-9.5 0.1M Ácido Bórico-Bórax (Sigma) 
Protein A/G PLUS-Agarose Para inmunoprecipitación (20μl/inmunoprecipitado) 
  
Flasks Nunc 
Placas Petri Nunc 
Placas Bacteriológicas Steriling 
Cámara de Boyden Cámara: 12 pocillos (Neuro Probe) 
Membranas Policarbonato:8μm diámetro (Neuro Probe) 
 









































2.1. CULTIVO MIXTO DE PRECURSORES GLIALES 
 
Los cultivos primarios fueron preparados siguiendo el protocolo descrito por Molina-
Holgado en 2002 (Molina-Holgado y cols., 2002), de acuerdo con la técnica modificada por McCarthy y 
de Vellis (McCarthy y de Vellis, 1980), con ligeras modificaciones. Los prosencéfalos de ratas Wistar 
(Harlan, España) recién nacidas (P0) se disociaron por trituración con 0.25% de tripsina. La 
suspensión celular se filtró a través de una malla de nylon de 150μm, se centrifugó a 900rpm 
durante 10 minutos, se resuspendió en medio DMEM  con 10% de FBS y 1% de P/S y se siembró en 
flasks (Nunc, Roskilde, Denmark) de 80cm2 previamente recubiertos con Poli-L-ornitina (15μg/ml). 
 
El cuidado de los animales y los procedimientos experimentales cumplieron con la 
legislación española y comunitaria europea vigente (RD 1201/2005, 86/609/CEE y posterior 
RD53/2013). 
 
2.2. PURIFICACIÓN DE PRECURSORES DE OLIGODENDROCITOS-INMUNOPANNING 
 
Tras 10-12 días en cultivo, los flasks se agitaron a 190rpm durante 1h a 37ºC para 
eliminar la microglía de baja adherencia. El resto de OPCs que quedaron en la parte alta de la 
monocapa de astrocitos se levantaron por agitación a 260rpm toda la noche. La suspensión de 
células se filtró por una malla de nylon de 30μm y se sembró en placas Petri bacteriológicas 
durante 2h. Los OPCs que no quedaron adheridos, fueron recuperados y posteriormente 
purificados por inmunopanning según la técnica descrita por Barres en 1992 (Barres y cols., 1992), 
con algunas modificaciones. 
 
En resumen, el día previo al inmunopanning se prepararon dos placas Petri de 
100mm con 10ml de Tris (50mM, pH 9.5) que contenía cabra-anti-ratón-IgM (10mg/ml)  y se 
incubaron  durante toda la noche a 4°C. Al día siguiente, se lavaron las placas 3 veces  con PBS, y 
se añadieron 10ml del anticuerpo primario A2B5 (1:10 en PBS/0.2% BSA) durante 1h a Tª 
ambiente. A continuación, 3 lavados con PBS y se añadieron 10ml de DMEM/0.5% BSA/10% GS 
durante 20 minutos  para bloquear las uniones inespecíficas. Trascurrido ese tiempo, se realizó 1 
lavado con medio L15 y se añadió la suspensión de células, manteniéndolas 1h a Tª ambiente. Se 
lavaron las placas con solución salina HBSS sin Ca++/Mg++ para eliminar todas las células que no se 
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habían adherido y, por último, se recuperaron las células adherentes mediante la incubación con 
una solución de tripsina al 0,25%+EDTA 5Mm. Las células purificadas fueron sembradas sobre poli-
D-lisina en placas a una densidad de 40x103 células/cm2 y cultivadas en medio definido sin suero, 
SFM, conteniendo 10ng/ml de PDGF-AA y 10ng/ml de b-FGF, con el fin de expandir el número de 
OPCs y evitar su diferenciación.  
La pureza de los cultivos oligodendrogliales se evaluó mediante el examen de la 
morfología celular mediante microscopía de contraste de fase y confirmada por inmunotinción con 
anticuerpos específicos de estas células (Figura M&M7 (A)). Más de 98% de las células fueron 
positivas para el anticuerpo monoclonal A2B5, un marcador de OPCs, mientras que menos de un 
2% eran  astrocitos GFAP-positivas o microglía OX-42-positivas. Tras 48 horas en cultivo, el 95% 
















Figura M&M7. Imágenes de inmunofluorescencia para caracterizar los fenotipos celulares de los cultivos utilizados 
en este estudio. A. Pureza del cultivo en precursores de oligodendrocitos. B. Fenotipos de oligodendrocitos. A2B5 
(marcador de precursores gliales); GFAP (marcador de astrocitos); OX42 (marcador de microglía); olig2 (marcador de 
precursores oligoastrocitarios); Sox10 (marcador de oligodendrocitos). 
 
Para iniciar la diferenciación eliminamos los factores de crecimiento del medio y 
añadimos hormona T3 (30ng/ml). Estos cultivos se mantuvieron 1, 2, 3 y 4 días, de forma que 
expresaron antígenos de oligodendrocitos maduros. 
 
2.3. WESTERN BLOT-INMUNOPRECIPITACIÓN 
 
Se lavaron los cultivos en PBS frío y se colectaron las células en tampón de lisis y un 
cocktail de inhibición de proteasas. Los extractos resultantes se resolvieron en geles SDS del 10-
12% de acrilamida, según el tamaño de proteína a determinar. Posteriormente, se transfirieron las 
proteínas a membrana de nitrocelulosa a 4ºC y se bloquearon durante 1h a Tª ambiente con 5% 
(w/v) de leche desnatada en TBST (TBST= TBS + 0.1% Tween-20). Las membranas se incubaron con 
los anticuerpos primarios correspondientes durante toda la noche a 4ᵒC. A continuación, los blots 
se lavaron 3 veces durante 5 minutos en TBST-0.5%leche y se incubaron con los anticuerpos 
DAPI A2B5 Sox10 Mezcla
Sox10/Olig2Sox10Olig2DAPI
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secundarios peroxidasa de rábano conjugados de ratón o de conejo según correspondiera. Se 
realizaron 3 lavados de 5 minutos en TBST, 3 lavados de 5 minutos en TBS y se visualizaron por 
quimioluminiscencia usando un kit de detección (SuperSignal West Pico Substrate Detection) y la 
impresión se realizó en placas fradiográficas. Por densitometría se cuantificó la densidad óptica de 
la proteína marcada, usando el programa ImageJ (NIH, Bethesda, Maryland, EE.UU.). Las 
membranas fueron rebloteadas, previo stripping,  mediante una solución comercial (Restore 
Western Blot Stripping Buffer) y se volvió a incubar con los diferentes anticuerpos primarios.  
*INMUNOPRECIPITACIÓN: los cultivos se lavaron con PBS frío en hielo y las células se 
recogieron en tampón de lisis. Después se centrifugaron a 16.000 g durante 15 min a 4°C. Los 
sobrenadantes se pre-aclararon con bolitas de proteína A/G Plus unida a agarosa (Santa Cruz) 
durante 1h a 4°C y luego se incubaron con el anticuerpo anti-cdk 2 durante toda la noche a 4°C. 
Los complejos fueron capturados por la proteína A/G Plus-agarosa y después se lavaron con 
tampón de lisis. Las proteínas unidas se eluyeron mediante incubación con 2x tampón de muestra 
de Laemmli y se hirvieron las proteínas durante 5 minutos  y se resolvieron en en geles de SDS-
poliacrilamida al 10%. Posteriormente  se incubaron con anti-ciclina E y con los anticuerpos 
secundarios peroxidasa de rábano conjugada anti-conejo o cabra-anti-ratón (específico de la 
cadena ligera; Jackson ImmunoResearch). Las transferencias se eliminaron realizando stripping con 
Restore ™ Western Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific) y luego se incubaron con un anti-CDK2 




* INMUNOCITOQUÍMICA: para el inmunomarcaje de los oligodendrocitos, las células 
vivas fueron sembradas en placas con cubreobjetos, previamente recubiertos con PLD, e 
incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente con A2B5/O4  en PBS-0.5% BSA (BB= 
Solución de bloqueo sin tritón para no permeabilizar las células y BSA). Tras lavar con BB, las 
células se incubaron a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario alexa conjugado anti-
IgM de ratón en BB. A continuación, se lavaron los cubres con PBS y se fijaron las células con 
paraformaldehído al 4% durante 15 minutos. Se lavaron, de nuevo, en PBS y posteriormente se 
montaron en portaobjetos. Para los marcajes múltiples de antígenos intracelulares, una vez fijadas 




las células con PFD al 4% se realizó un bloqueo de 15 minutos en PBT-0.5% BSA (BBT= Solución de 
bloqueo con Tritón para que se permeabilicen las células y el anticuerpo penetre) para evitar 
uniones inespecíficas. A continuación, se incubaron las células con el anticuerpo primario toda la 
noche a 4ᵒC en BBT. Al día siguiente, se realizaron 2 lavados de 5 minutos cada uno en BBT y se 
puso el anticuerpo secundario  alexa conjugado anti-IgG de ratón o de conejo a Tª ambiente 
durante 1h y en ausencia de luz. En los últimos 10 minutos de esta incubación  se incluyó el 
Hoeschst [1:10000] para teñir los núcleos. A continuación se lavaron 2 veces en PBT, 2 veces en 
PBS y  1 lavado en H2Od. Los cubres se montaron sobre portas con medio de montaje para 
fluorescencia (inmumount). Las interacciones no específicas de los secundarios fueron verificadas 
por la omisión de los anticuerpos primarios.  
 
                       * MARCAJE IN VIVO (CB1 N-term Cayman (rb) Vs CB1 C-term Frontiers Institute. (gp) 
postfijación): en este caso se incubaron las células vivas con el anticuerpo primario (CB1 N-term 
Cayman (rb) (en superficie)) sin permeabilizar en DF12-0.1% BSA a una concentración [1:25] y a 
4ᵒC para evitar que se internalizara. A continuación se hizo un suave lavado en DF12-0.1% BSA y 
posteriormente se incubó con el anticuerpo secundario [1:750] durante 1h también a 4ᵒC. 
Posteriormete se lavaron nuevamente con DF12-0.1% BSA y se fijaron con PFD 4% durante 15 
minutos. A continuación se permeabilizó con PBT (10min) y se incubó con el anticuerpo primario 
(CB1 C-term (gp) Frontiers. Institute) en PBT a 4ᵒC toda la noche. A partir de este punto el 
procedimiento es el mismo que se llevó a cabo para el resto de inmunocitoquímicas. 
* En el caso de los explantes de cuerpo calloso se realizó de la misma manera 
anteriormente mencionada.  
* Para los ensayos de BrdU, la BrdU se añadió a 10µM en un pulso de 18h. 
Posteriormente se fijaron las células con PFD al 4% y se trataron con HCL 2M durante 10 minutos, 
que fue neutralizado con tampón borato 0.1M (pH 9.5), antes de añadir el anticuerpo primario 
anti BrdU. Se incubó durante toda la noche a 4ºC con los anticuerpos anti BrdU y a continuación se 
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2.5. CUANTIFICACIÓN DE 2-AG    
 
Las muestras se recogieron a partir de OPCs sembrados en placas Nunc de 60mm. Se 
usaron 2 placas para cuantificar proteínas totales y otras 2 placas para cuantificar los niveles de 2-
AG por cada tiempo de estudio. De esta manera los resultados se muestran como los picomoles de 
2-AG relativos a mg de proteína total. La preparación de las muestras se realizó en el laboratorio 
para su posterior cuantificación. La valoración de la cantidad de 2-AG presente en las muestras fue 
realizada en la Facultad de CC. Químicas en el Departamento de Química Orgánica de la 
Universidad Complutense de Madrid, gracias a la colaboración de la Dra. Silvia Ortega.  
El 2-AG fue medido por el método descrito por Gómez en 2010 (Gómez y cols., 2010). 
Las células y el medio condicionado (3ml≈1vol) fueron homogeneizados en una mezcla de 
cloroformo: metanol (2:1). El metanol se utilizó sólo para lavar las placas. La fase orgánica y la 
acuosa fueron separadas por centrifugación a 1000g durante 5 minutos. La fase orgánica fue 
recuperada y “desecada” bajo una corriente de N2. Esta fracción fue reconstituida en 70µl de 
cloroformo; 35µl de los cuales, fueron analizados por cromatografía líquida-espectrometría de 
masas (LC-MS).  
El análisis por  LC-MS fue llevado a cabo usando un Agilent 1200LC-MSD VL. La 
separación por LC se consiguió con una columna Zorbax Eclipse Plus C18 (5µm, 4.6 mm [times] 
12.5 mm). El gradiente de elución de las fases móviles consistió en: A (95:5; agua:metanol) y B 
(95:5; metanol:agua), con 0.1% de hidróxido de amonio y 0.1% de ácido fórmico, como los 
modificadores del solvente. El gradiente comenzó a 0% de B (durante 5 minutos) e incrementó 
linealmente hasta el 100% transcurridos 40 minutos, con una velocidad de flujo de 0.5ml/min y 
fue seguido por un gradiente isocrático del 100% de B durante 5 minutos, antes de equilibrar 
durante 10 minutos a 0% de B. El análisis por MS se realizó mediante  una fuente de ionización de 
electrospray. El voltaje capilar se fijó a 3.0kV y la tensión del fragmentador a 70V. La temperatura 
del gas de secado fue de 350ºC y su tasa de flujo de 10L/min. La presión del nebulizador fue de 
20psi. Las mediciones de la LC-MS fueron realizadas por seguimiento de iones seleccionados. Las 
fracciones se cuantificaron midiendo el área bajo el pico y se normalizaron usando d8-2-AG 
(Cayman Chemical) como patrones internos. Los niveles absolutos de 2-AG se estimaron por 
comparación con su patrón d8-2-AG. 




2.6. MICROSCOPÍA Y ANÁLISIS DE IMAGEN 
 
Se han utilizado diferentes equipos y programas informáticos en función de la técnica 
experimental requerida y la funcionalidad de los mismos: 
 
- Microscopio Invertido de Contraste de Fase Leica DMIL 
- Microscopio de Fluorescencia Directo Leica DMR 
- Cámara Leica DC480 
- Lupa de gran aumento Leica MS5 
- Microscopio Confocal Leica TCS SP5 
- Microscopio Confocal Leica TCS SP5 de Escaneo Rápido 
- Analizador Celular Robotizado In Cell Analyzer 1000 GE 
- Microscopio Leica DMI6000B Para Células Vivas (VTL) 
- Microscopio Invertido IX81 Olympus Para Células Vivas (VTL) 
 
 Programa ImageJ Versión 1.41K 
 Programa Cell R (Análisis de imagen para Olympus) 





Los datos se muestran como la media ± error estándar de la media (SEM). Las 
comparaciones se realizaron por análisis de varianza, ANOVA de una vía, seguido de un Test 
Turkey de comparación múltiple. Para comparaciones de dos únicos grupos se llevó a cabo el 
análisis t- test Student. Valores de P <0.05 fueron considerados significativos. [P <0.05 (*); P 
<0.01 (**); P <0.001 (***) Vs Control (CTL) o Vs Grupo de referencia especificado en el 
experimento. P <0.05 (#); P <0.01 (##); P <0.001 (###), hace referencia a las diferencias entre 
grupos (barra entre los grupos a comparar]. Los gráficos y el análisis estadístico se realizaron 
usando el programa GraphPad Prism version 5.00 para Windows (GraphPad, San Diego, CA). 
 





2.8.1.  PROLIFERACIÓN 
2.8.1.1. Método 
 
El método utilizado para el estudio de la proliferación de los OPCs consistió en 
mantener las células en condiciones proliferativas, es decir; en SFM con factores de crecimiento 
(PDGF-AA y b-FGF) en ausencia de T3. Posteriormente, se llevó a cabo el tratamiento 
farmacológico correspondiente que permitió evaluar la implicación del sistema endocannabinoide 
en dicho proceso, ya fuera mediante el agonismo o el bloqueo del mismo (Figura M&M8).  
 
2.8.1.2.  Condiciones experimentales   
 
 La aproximación experimental varió en función de si estábamos estudiando el efecto 
del agonismo del sistema endocannabinoide o si, por el contrario, se trataba del bloqueo o 
inhibición del mismo. En el caso del tratamiento con los antagonistas de los receptores 
cannabinoides CB1/CB2 (AM281/AM630, respectivamente) o con los inhibidores de las vías de 
señalización PI3K/Akt y mTOR (LY294002/Rapamicina, respectivamente) se purificaron los OPCs y 
transcurridas 3 horas se cambió el medio a SFM+GFs y se mantuvieron toda la noche a 37ºC y 5% 
de CO2. Al día siguiente, se realizó el tratamiento farmacológico de 24h de duración. Pasado este 
tiempo las células se prepararon para estudios bioquímicos: lisado de células para Western Blot o 
fijación con PFD al 4% durante 15 minutos y se llevó a cabo inmunocitoquímica. Para los 
experimentos de incorporación de BrdU, dimos un pulso en las últimas 18h del tratamiento 
farmacológico. Si el tratamiento era con los agonistas de los receptores cannabinoides CB1/CB2 
(ACEA/JWH133, respectivamente o HU-210, agonista doble CB1/CB2), tras purificar los OPCs, estos 
se mantuvieron en medio con suero toda la noche (DMEM). Al día siguiente, el medio se 
reemplazó por SFM en ausencia de GFs con 0.5% de FBS. A las 3h se realizó el tratamiento de 24h. 
A partir de este punto la metodología fue la misma que en el caso anterior. En el caso del estudio 
de los cambios en la fosforilación correspondientes a las rutas PI3K/Akt/mTOR y Src, el 
tratamiento farmacológico fue de 1h de duración.  
 
 







Figura M&M8. Esquema representativo del diseño experimental llevado a cabo en el estudio de la proliferación de 
los OPCs.  
  
2.8.1.3. Evaluación de los resultados 
 
Para determinar la proliferación celular se hizo el recuento de las células que 
incorporaron BrdU o del inmunomarcaje con Ki67 ó pH3, usando un microscopio confocal 
(Microscopio Confocal Leica TCS SP5) o un analizador celular (Analizador Celular Robotizado In Cell 











































 En todos los experimentos del bloque de migración los OPCs fueron tratados con el 
antimitótico Citosina β-D-Arabinofuranósido (CβA). Lo primero que se hizo fue comprobar que no 
existía acción de CβA sobre la migración y la dosis mínima efectiva como antimitótico (0.25µM)  
para asegurar que el efecto del sistema endocannabinoide sobre la migración, no se debía a un 
incremento en la proliferación de los OPCs sino a un efecto migratorio independiente. Este 
antimitótico se adicionó  al medio en el momento que se pasó del medio con suero (DMEM-FBS-






La migración celular también se midió a partir de OPCs embebidos en gotas de 
agarosa, usando una modificación del método descrito por Varani en 1978 (Varani y cols., 1978). Los 
OPCs purificados se resuspendieron en DMEM-FBS-P/S y 0.3% de agarosa de bajo punto de fusión 
(1·105 cells/µl). Se aplicaron 2 µl de la suspensión celular en cada uno de los pocillos (placas NUNC, 
24 pocillos) y se mantuvo la placa a 4ºC durante 15 minutos para permitir que la agarosa 
solidificara. Entonces, las gotas se cubrieron con 0.5ml de SFM con PDGF-AA y b-FGF. Transcurrida 
1h se trataron farmacológicamente los OPCs y se incubaron 24h a 37ºC y 5% de CO2 para al día 
siguiente fijar la gotas con PFD al 4% (15minutos). Así mismo, en el caso de la filmación de videos, 
se mantuvieron las mismas condiciones de control de temperatura y CO2 en un microscopio para 
células vivas (VTL) durante el tiempo del experimento.  
 
2.8.2.1.2. Condiciones experimentales   
 
 Los OPCs tras ser purificados se mantuvieron en SFM durante 24h en presencia de 
PDGF-AA y b-FGF: 5ng/ml en el caso de los agonistas y 10ng/ml en el caso de antagonistas e 
inhibidores, debido a que una concentración de 10ng/ml en el caso del agonismo, podría 




enmascarar el efecto del agonista per sé, como se ha indicado anteriormente. El tratamiento 





Figura M&M9. Esquema representativo del diseño experimental llevado a cabo en el estudio de la migración de los 
OPCs en ensayos de gota de agarosa.  
  
2.8.2.1.3.  Evaluación de los resultados  
 
La migración celular se valoró 24h después usando un microscopio invertido de 
contraste de fase. El recuento celular se llevó a cabo mediante el cómputo de la totalidad de las 
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El número de células promedio del tratamiento control de cada uno de los experimentos 
simples se tomó como valor de referencia: 100% de células migrantes; el resto de recuentos se 
relativizaron  a este valor, de manera que se estudió la modificación en el porcentaje de células que 
migran en función del tratamiento. En la Figura M&M10 se muestra la imagen representativa de uno 
de los cuadrantes de la gota a tiempo 0 y tiempo final (24h). 
En todos los experimentos, cada condición se realizó por cuatriplicado. La toma de 
imágenes se llevó a cabo en un microscopio invertido Leica DMIL usando óptica de fases. Para la 
filmación del proceso de migración se usó un microscopio Invertido IX81 Olympus para Células 




Figura M&M10. Imágenes representativas de la migración de los OPCs a partir de una gota de agarosa. Las células 
se fotografiaron al principio (t=0h) y al final del experimento (t=24h). La migración fue estimada por el recuento del 
número total de células que aparecen fuera de la gota de agarosa (“Células migrantes”). En la imagen se muestra un 
único cuadrante de una gota realizado con un objetivo 10x de un microscopio invertido de contraste de fase Leica 
DMIL; el número total de células se refiere al sumatorio de los cuatro cuadrantes de la gota y normalizado a la 
superficie  de la gota. 
 




El ensayo de quimiotáxis fue llevado a cabo en cámara de Boyden de 12 pocillos 
(Neuro Probe, Gaithersburg, MD, USA). En la parte de abajo de la cámara, se añadieron las drogas 
t=0h PDGF/FGF t=24h PDGF/FGF
 




correspondientes y los factores de crecimiento PDGF-AA y b-FGF: 5ng/ml en el caso de los 
agonistas y 10ng/ml en el caso de antagonistas e inhibidores en 150µl  de SFM y en la parte 
superior, los OPCs se resuspendieron en 100µl de HBSS con Ca++/Mg++ (1·106 células/ml). Ambos 
compartimentos estaban separados por una membrana de policarbonato de 8µm de diámetro de 
poro (Neuro Probe), previamente tratada con PLD en tampón borato. Tras incubar durante 24h, se 
eliminaron las células no migrantes que habían quedado adheridas a la superficie en la parte 
superior mediante un raspador de goma situado a 45ᵒ con respecto a la membrana. Los OPCs que 
migraron a la parte inferior de la membrana, fueron fijados con PFD al 4% y se tiñeron con 
Hoechst.  
 
2.8.2.2.2. Condiciones experimentales   
 
 Los OPCs tras ser purificados se resuspendieron en HBSS con Ca++/Mg++ y una vez 
montada la cámara se mantuvieron durante 24h en migración. Al igual que en el caso anterior, la 
concentración de los factores de crecimiento varió según el experimento. El tratamiento 
farmacológico fue de 24h (Figura M&M11). 
 
2.8.2.2.3. Evaluación de los resultados 
 
El número de células migrantes fue evaluado microscópicamente por recuento del 
número de núcleos teñidos por campo (20x), usando un microscopio de fluorescencia Leica DMR 
(Figura M&M12). Todos los ensayos se realizaron en triplicado y en cada muestra se contaron, al 
azar, seis campos diferentes en el centro de la membrana, evitando los bordes ya que en esa zona 
la densidad de células era más heterogénea por diferencias de adherencia entre la membrana y la 
cámara. 
 






Figura M&M11. Esquema representativo del diseño experimental llevado a cabo en el estudio de la migración de 









































       
 
Figura M&M12.  Imágenes representativas de  los OPCs marcados con Hoechst a tiempo final (24h) del grupo control y 
del grupo tratado con los antagonistas de los receptores cannabinoides (AM281+AM630, 1µM). Se realizó el recuento 
de 6 campos por muestra (en duplicado,  12 en total por tratamiento). Las células fueron fotografiadas al final del 
experimento con un objetivo 20x de un microscopio de fluorescencia Leica con cámara DC480. Los resultados se 
muestran como el porcentaje de células Vs CTL que han atravesado el poro y han quedado adheridas a la parte inferior de 
la membrana.  
 




Se trata de un ensayo que se usa para medir los parámetros básicos de migración 
celular, tales como la velocidad o la polaridad. Las células se polarizan y migran hacia el espacio libre 
sin células. Las ventajas de este ensayo son que no requiere el uso de quimioatrayentes específicos o 
cámaras de gradiente y que se genera una fuerte respuesta migratoria direccional. El análisis es muy 
fiable ya que se usa un time-lapse, que también podría dar una importante información  morfológica 
de las células a estudiar.  
Para el ensayo de herida por raspado (scratch wound assay) se procedió como sigue. 
Una vez el cultivo de  OPCs estuvo confluente (70-80%), se llevó a cabo la herida (3mm) por 
raspado celular mediante un raspador. Los cultivos se lavaron con PBS y se volvió a añadir el 
mismo medio de cultivo en el que habían crecido los OPCs (SFM+GFs) y se añadieron los 
inhibidores del sistema endocannabinoide. Se permitió que las células migraran durante 48h y se 
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posteriormente se fijaron las células para fotografiar las células que cruzaron el límite en donde se 





Figura M&M13. Esquema representativo del diseño experimental llevado a cabo en el estudio de la migración de 
los OPCs en ensayos de herida por raspado.  
 
2.8.2.3.2. Condiciones experimentales   
 
 Los OPCs tras ser purificados se mantuvieron en SFM durante 48h en presencia de 
PDGF-AA y b-FGF (5ng/ml). El tratamiento farmacológico fue de 48h (Figura M&M13). 
 






























2.8.2.3.3.  Evaluación de los resultados 
 
 Usando  imágenes de obtenidas en microscopio de contraste de fases, se llevó a cabo 
el recuento de las células que habían atravesado la línea de la lesión y colonizaban la zona de la 
herida, libre de células (Figura M&M14). 
 
 
                     
 
Figura M&M14. Imágenes representativas de  los OPCs en el método de la herida por raspado a tiempo 0 y tiempo 
final, 48h. Las células fueron fotografiadas al principio y al final del experimento. La migración fue estimada por el 
recuento del número total de células que aparecen en la zona de la herida (zona limpia de células a tiempo inicial).  
 
 




Se realizaron cortes coronales de 350µm de grosor a partir de cerebros de rata Wistar 
postnatales, P15, mediante un cortador de tejidos (tissue chopper) y se pusieron en HBSS 
Ca++/Mg++. Bajo una lupa Leica de gran aumento (10x), el cuerpo calloso fue identificado y 
disociado del resto de tejido cerebral. Posteriormente, los explantes se cortaron en trozos más 
pequeños de 200µm de diámetro aproximadamente, gracias a un bisturí fino. Las placas fueron 
recubiertas previamente con PLD  [1:20] y transcurridas 4h se aspiró y añadió el matrigel  [1:10] y 
se esperó 1h más. Posteriormente, se aspiró el matrigel y se incluyeron los explantes de cuerpo 
calloso. Una vez adheridos (10min), se añadió SFM suplementado con PDGF-AA y b-FGF. 
t=0 t=48h
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Transcurridas 48h, se añadieron los antagonistas de los receptores cannabinoides o el inhibidor de 
la síntesis de 2-AG y se volvieron a incubar otras 48h más. Posteriormente, se fijaron los explantes 
y se hizo el recuento de células migrantes Olig2 y Sox10 positivas fuera del explante. Para la 
filmación de los videos se utilizó un microscopio Invertido IX81 Olympus para Células Vivas (Video 
Time-Lapse). 
 
2.8.2.4.2. Condiciones experimentales   
 
 Los explantes se mantuvieron en SFM durante 48h en presencia de PDGF-AA y b-FGF 
(5ng/ml). El tratamiento farmacológico fue de 48h más (Figura M&M15). 
 
2.8.2.4.3. Evaluación de los resultados 
 
Se obtuvieron imágenes de los explantes con un microscopio confocal Leica SP5 y se 
realizó el conteo de las células con fenotipo Olig2+ y Sox10+ que migraban desde el explante. Al 
comprobar que el porcentaje de células Olig2+ era del 60% (precursores gliales) y el de células 
Sox10+ (oligodendrocitos) era del 100%, los recuentos  se efectuaron en este fenotipo celular.  
 







Figura M&M15. Esquema representativo del diseño experimental llevado a cabo en el estudio de la migración de 





    





























Se realizaron experimentos en diferentes estadios de diferenciación de los OPCs y se 
han estudiado diferentes proteínas de mielina como marcadores del grado de maduración de los 
mismos.  
 
2.8.3.2. Condiciones experimentales   
 
 Las células se mantuvieron en condiciones proliferativas 24h y en este momento se 
retiraron los factores de crecimiento y se suplementó el SFM con hormona T3 para comenzar la 
diferenciación. El tiempo de diferenciación o el momento en el que se llevó a cabo el tratamiento 
farmacológico varió dependiendo del experimento, como se detalla en el apartado de Resultados 
correspondiente (Figura M&M16). 
 
2.8.3.3. Evaluación de los resultados 
 
Se evalúa el grado de diferenciación por: expresión de proteínas de mielina mediante 
western blot (MBP y MAG) marcadores oligodendrocíticos de diferentes estadios de maduración o 
grado de arborización de los procesos celulares (A2B5, GalC y O4) (complejidad morfológica 
observada por inmunocitoquímica) (Figura M&M17). 
 
Dentro del cultivo hay una mezcla de fases celulares o poblaciones celulares. La 
tubulina marca bien el citoesqueleto de la célula, evidenciando su complejidad morfológica: O4, 
A2B5 y GalC sirven para caracterizar la fase de desarrollo. Se establecen tres categorías 
atendiendo a su complejidad celular según la clasificación de Marin-Husstege (Marin- Husstege y cols., 
2002): células con morfología simple  (A2B5+) sólo tenían unas pocas ramas primarias cortas;  
células con una morfología intermedia (GalC+ Tipo 1) tenían abundantes ramas primarias o 
secundarias, o células con una morfología compleja (GalC+ Tipo 2) tenía ramas terciarias profusas.  
 






Figura M&M16. Esquema representativo del diseño experimental llevado a cabo en el estudio de la diferenciación 





















CAMBIO DE MEDIO Y TRATAMIENTO
72h 96h 
















































































En primer lugar, quisimos comprobar si el sistema endocannabinoide está presente 
en los oligodendrocitos. Encontramos que los oligodendrocitos poseen la maquinaria 
endocannabinoide: receptores (CB1/CB2),  enzimas de síntesis (DAGLα/β) y degradación (MAGL) 
de los ligandos cannabinoides endógenos, así como los propios ligandos endógenos.  
En segundo lugar, demostrada la existencia del sistema endocannabinoide en los 
oligodendrocitos, estudiamos si este sistema es necesario para la proliferación, migración y 
diferenciación de los oligodendrocitos en condiciones normales. El estudio del bloqueo de dicho 
sistema justifica que la actividad del  sistema endocannabinoide es esencial para el correcto 
funcionamiento de los procesos de proliferación y migración previos a la diferenciación y 
mielinización de los axones por parte de los oligodendrocitos.  
En tercer lugar, nos preguntamos si al ser el sistema endocannabinoide necesario 
para que se lleve a cabo la mielinización, el agonismo cannabinoide sería capaz de potenciar estos 
procesos previos, con lo que podríamos estar acelerando y/o mejorando el proceso de 
mielinización. Esto sería de gran importancia, pensando en una patología desmielinizante, ya que 
activando de manera exógena el sistema endocannabinoide, estaríamos favoreciendo una posible 
re-mielinización de los axones desnudos. 
Por último, con el fin de profundizar en este trabajo, se estudió la implicación de las 
vías de señalización PI3K/Akt/mTOR y Src en la proliferación, migración y diferenciación de los 
oligodendrocitos y su modulación por el sistema endocannabinoide. 
Los resultados, pues, se presentan en estos cuatro grandes bloques:  
 1. El sistema endocannabinoide se expresa en oligodendrocitos. 
 2. El sistema endocannabinoide es necesario para la proliferación, migración y 
diferenciación de los oligodendrocitos. 
 3. Los agonistas cannabinoides favorecen  la proliferación, migración y diferenciación 
de los oligodendrocitos. 
 4. Las vías de señalización PI3K/Akt/mTOR y Src participan en los procesos de 




































1.1. Componentes moleculares  del sistema endocannabinoide en células 
oligodendrogliales  
 
Las células oligodendrogliales en cultivo primario expresan receptores cannabinoides 
CB1 y CB2 (Molina-Holgado y cols., 2002) aunque se desconoce si otros elementos de la maquinaria 
molecular de síntesis y degradación de endocannabinoides están presentes. Mediante técnicas de 
inmunofluorescencia con dobles y triples marcajes hemos comprobado la presencia de CB1 y CB2 
(Figura R1), así como la expresión de las enzimas de síntesis y degradación del 2-AG, las DAGL y  
y la MAGL (Figura R2). La Figura R1 muestra la localización de los receptores CB1 y CB2 en la 




Figura R1. Los oligodendrocitos en cultivo expresan los receptores cannabinoides CB1 y CB2 en la membrana 
plasmática. Los OPCs cultivados 24h en SFM+PDGF-AA y b-FGF fueron marcados por inmunocitoquímica con 
anticuerpos frente a A2B5 (blanco),  CB1 (rojo) y CB2 (verde). Se muestran imágenes de contraste de fase y los núcleos 








Observamos también que estas células presentan una intensa inmunoreactividad 
frente a las  enzimas DAGL y DAGL, que disminuye con la maduración celular (Figura R2.A-L). 
Justo lo contrario sucede respecto a la inmunoreactividad frente a la MAGL, que aumenta con los 
días en cultivo (Figura R2.M-R).  
  
 
                                             
 
Figura R2. Los oligodendrocitos en cultivo expresan la maquinaria enzimática de síntesis y degradación del 
endocannabinoide 2-AG. Los OPCs cultivados A2B5+ (verde) 48h en SFM+PDGF-AA y b-FGF fueron marcados por 
inmunocitoquímica con anticuerpos frente a DAGLα (rojo, A-C), DAGLβ (rojo, G-I) y MAGL (rojo, M-O). Tras la retirada 
de los factores de crecimiento los cultivos fueron suplementados con T3 y cultivados durante 96h; los 
oligodendrocitos maduros MBP+ (verde) fueron teñidos para DAGLα (rojo, D-F), DAGLβ (rojo, J-L) y MAGL (rojo, P-R). 































El análisis mediante western blot de lisados celulares procedentes de cultivos de 
OPCs u oligodendrocitos tras varios DIV (1, 2, 3 y 4) muestra bandas inmunoreactivas  a 105KDa y a 
75KDa, cuando se hibridan con anticuerpos frente a DAGLα y DAGLβ, que concuerdan con los 
pesos moleculares esperados y que se corresponde con lo observado en otros sistemas (Bisogno y 
cols.,  2003; Yoshida y cols., 2006). Tal y como habíamos evidenciado por inmunocitoquímica, ambas, 
DAGLα y DAGLβ se expresan en OPCs y se regulan a la baja en oligodendrocitos maduros. 
Igualmente, nuestros resultados demuestran que la expresión de MAGL en oligodendrocitos 
maduros aumenta con la diferenciación (Figura R3.A-B).                                                                  
                                          
Figura R3. El análisis por western blot demuestra una regulación de las enzimas implicadas en la síntesis y 
degradación del 2-AG dependiente del tiempo. (A) Expresión de DAGLα (~105kDa), DAGLβ (~75kDa) y MAGL (~37kDa) 
en lisados de células cultivadas 48h en SFM en presencia de PDGF-AA y b-FGF (Tiempo 0 en el panel A) ó 24,48, 72 y 
96h tras la retirada de los factores de crecimiento y la adición de T3 al medio de cultivo. (B) Los blots se cuantificaron 
por densitometría y la expresión de los niveles de proteína se normalizó con respecto a la α-tubulina. Los valores se 
muestran como la media±SEM de tres experimentos diferentes.  
 
 
Para determinar si los oligodendrocitos sintetizan 2-AG se analizaron extractos 
lipídicos obtenidos de cultivos mediante cromatografía líquida-espectrometría de masas (LC-MS). 
La cantidad total de 2-AG en OPCs tras 24h en cultivo fue de 203±2pmol/mg de proteína total y de 
32±2pmol/mg de proteína a las 48h (Figura R4). Es por ésto, por lo que realizamos los siguientes 
experimentos en esta ventana de tiempo, que es cuando los niveles del ligando endógeno son más 
abundantes, que coincide con la fase en donde existe una actividad proliferativa y migratoria muy 
activa. Posteriormente, la presencia de 2-AG disminuye considerablemente alcanzando a las 96h 














































Figura R4. Niveles de 2-AG  analizados por LC-
MS en cultivos de OPCs en diferentes estadios 
de diferenciación. Los OPCs purificados se 
mantienen 24 ó 48h en SFM en presencia de 
PDGF-AA y b-FGF ó 24 y 48h sin factores de 
crecimiento y adicionando T3 al medio. Los 
valores se presentan como la media±SEM de 
cuatro experimentos independientes 
(P<0.001(***) Vs. 24h GFs; P<0.01(##); 






Por otra parte, validamos la medida de los niveles de 2-AG utilizando un inhibidor de 
las DAGLs, el RHC-80267 (Figura R5). La cuantificación de los niveles de 2-AG en cultivos tratados 
18h con RHC-80267 fue de 10.5pmol/mg prot. Además, se descartó que la disminución del 2-AG 
fuese debida a muerte celular ya que se determinó la liberación de LDH, como indicador de 
muerte, y los valores fueron similares a los de cultivos no expuestos a RHC-80267 (72 % en 
controles versus 83 % en cultivos tratados). 
    
 
Figura R5. La inhibición de las DAGLs con 5μM de RHC-
80267 disminuye los niveles de 2-AG. Los OPCs 
cultivados 48h se trataron durante las últimas 24h con 
RHC-80267, se extrajeron los lípidos y se analizaron los 
niveles de 2-AG por LC-MS. Los datos se expresan como 
pmoles de 2-AG/mg de proteína total (n=3; 





También se analizó AEA, pero los niveles fueron muy bajos (52pmol/mg prot en 








































































2. El sistema endocannabinoide es necesario para la proliferación, 




















2.1. PROLIFERACIÓN   
2.1.1. El bloqueo de la síntesis del 2-AG o de los receptores cannabinoides  
reduce la proliferación de los OPCs 
Puesto que los niveles de anandamida producidos por los oligodendrocitos son casi 
indetectables, en todo el trabajo se ha utilizado indistintamente el término sistema 
endocannabinoide y 2-AG, porque asumimos que los efectos encontrados se deben al 2-AG 
endógeno y no a la anandamida. 
Una vez comprobada la existencia del sistema endocannabinoide en los 
oligodendrocitos, estudiamos si el 2-AG endógeno es necesario para el correcto funcionamiento 
de la proliferación de los mismos. Para ello, bloqueamos los receptores cannabinoides con los 
antagonistas selectivos CB1/CB2 o tratamos los OPCs con el inhibidor de las DAGLs (DAGLα/β) para  
evaluar si al bloquear el sistema endocannabinoide se impedía la proliferación o simplemente la 
no se veía afectada.      
 
Los OPCs se incubaron 24h con 1M del antagonista del receptor CB1, AM281 o del 
receptor CB2, AM630 o  con 5M del inhibidor de las DAGLs, RHC-80267 y se cuantificó la 
proliferación mediante inmunocitoquímica: incorporación de BrdU e inmunoreactividad contra 
Ki67 o pH3 (Figura R6). La incorporación de BrdU en células control fue del 46%  y se redujo en 
torno a un 27%, tanto en los grupos de células tratadas con los antagonistas de los receptores 
cannabinoides ( sin que se observara un efecto aditivo al añadir ambos antagonistas), como en el 
grupo de células tratadas con RHC-802667 (P< 0.05 Vs. Control). 
 
El porcentaje de células Ki67+ también se redujo con el bloqueo del sistema 
endocannabinoide: en células control fue del 50% y de un 30% en los grupos de células tratadas 
con los antagonistas o con el RHC-80267 (Figura R6). Estos datos sugieren que la proliferación 
basal de progenitores de oligodendrocitos depende del tono endocannabinoide: síntesis de 2-AG y 









Figura R6. El bloqueo de los receptores cannabinoides o de la biosíntesis del 2-AG reduce la proliferación de los 
OPCs. Los OPCs purificados se trataron durante 24h con el antagonista cannabinoide CB1, AM281 (1μM), el 
antagonista cannabinoides CB2, AM630 (1μM), con ambos AM281+AM63 o con el inhibidor de la síntesis de 2-AG, 
RHC-80267(5μM). La proliferación se midió como el número de células que incorporaron BrdU (10μM, pulso 18h),  o 
pH3+ respecto del total de células.  (n=3; P<0.001(***) Vs. CTL; P<0.01 (**) Vs. CTL. One-way ANOVA-Tukey Multiple 
Comparison Test). 
 
2.1.2. El bloqueo de los receptores cannabinoides y la inhibición de la 
síntesis de 2-AG modulan proteínas del ciclo celular  
 
La activación de los complejos del ciclo celular de cdk2 asociada a la ciclina E regula la 
progresión de los OPCs a través de G1/S (Ghiani y Gallo 2001). Por lo tanto, se evaluó la formación de 
complejos cdk2/ciclina E mediante inmunoprecipitación en cultivos tratados con AM281 y/o 
AM630 y RHC-80267. Como se muestra en la Figura R7.A, el bloqueo del receptor cannabinoide 
disminuyó la asociación de cdk2 y ciclina E en un 30-60%, mientras que la inhibición de las DAGLs 
dió lugar a una mayor reducción de la asociación del complejo que alcanzó el 80% respecto a los 



























































































en los niveles de p27Kip1, inhibidor de CDK. La Figura R7.B muestra que después de 24h de 
tratamiento con AM281 y/o AM630 y RHC aumenta la expresión p27Kip1 en un 60-70% con 
respecto a los niveles control. Estos datos sugieren que es necesario un tono basal de 2-AG para 
mantener bajos niveles de p27Kip1 y la asociación de cdk2 y ciclina E para la progresión del ciclo 
celular a la fase S. 
A                                                                            B          

























Figura R7. El 2-AG endógeno está involucrado en la progresión del ciclo celular de los OPCs.  La inhibición 
de la DAGLs o el bloqueo de los receptores cannabinoides reduce la asociación del complejo cdk2-ciclina 
E (A) e incrementa los niveles del CDKI p27Kip1 (B) en cultivos de OPCs en SFM  suplementados con  
factores de crecimiento PDGF/FGF (control). Los lisados celulares (250μg) se inmunoprecipitaron con anti-
CDK2 seguido de un análisis por western blot incubando con anti-ciclina E para determinar la asociación de 
complejos en G1. La membrana fue lavada con solución especifica para eliminar las uniones de los 
anticuerpos primarios y se volvió a hibridar con un anticuerpo monoclonal anti-cdk2. El imput representa 
25 μg de muestra de lisados celulares totales recogidos antes de la inmunoprecipitación (A). Los niveles de 
p27Kip1 en relación a α-tubulina se evaluaron mediante densitometría a partir de los western blots (B). 











El segundo grupo de experimentos funcionales que hemos realizado tenía por 
objetivo elucidar si la actividad endocannabinoide basal es necesaria para  la migración de los 
OPCs mantenidos en cultivo. Tal y como se ha descrito en el apartado de Material y Métodos, se 
realizaron 4 ensayos diferentes: ensayo en gota de agarosa, cámara de Boyden, ensayo de herida 
por raspado y explantes de cuerpo calloso de ratas de 15 días (P15). Los resultados obtenidos  
indican que la migración de los OPCs, tanto los purificados a partir de cultivos mixtos glíales, como 
los que proceden de explantes de cuerpo calloso, dependen de la síntesis basal de 2-AG y de la 
activación de los receptores cannabinoides. 
 
En primer lugar y para esclarecer el efecto del sistema endocannabinoide sobre la 
migración, quisimos separar su actividad proliferativa de la eventual actividad sobre la migración, 
la cual podría contribuir a la capacidad migratoria. Por esta razón, se incubaron los cultivos con el 
antimitótico Citosina β-D-Arabinofuranósido (CβA) a 0.25µM y 0.5µM. Ambas dosis, reducen 
significativamente la incorporación de BrdU y pH3 (Figura R8) sin que este tratamiento influya en 
la viabilidad celular, confirmándolo con medidas de liberación de LDH.  
 
























































Figura R8. El antimitótico (CβA) bloquea la proliferación de los OPCs. Se testó la acción de este compuesto sobre la 
incorporación de BrdU y el marcaje con KI67. Los OPCs purificados y cultivados en SFM en presencia de PDGF-AA y b-
FGF fueron tratados durante 24h con 2.5 ó 5µM de CβA. La proliferación se evaluó como el porcentaje de células que 
incorporan BrdU (10μM, pulso 18h) o de células Ki67+. (n=3; P<0.001(***) Vs. CTL; P<0.01(##). One-way ANOVA-Tukey 





Por otra parte, hemos comprobado que en presencia de CβA, el efecto migratorio de 
los OPCs no se ve modificado (Figura R9). A partir de este punto, se utilizó la dosis mínima efectiva 
de CβA (0.25µM). 
Figura R9. El tratamiento con CβA no 
afecta a la migración de los OPCs. Los 
OPCs purificados y cultivados en SFM en 
presencia de PDGF-AA y b-FGF se 
trataron con CβA a 0.25 ó 0.5μM. Se 
estimó el número total de células 
migrantes. La figura muestra los 
resultados en ensayos de Quimiotaxis. 
(n=3. One-way ANOVA-Tukey Multiple 




2.2.1. El bloqueo de los receptores cannabinoides o la inhibición de la 
síntesis del 2-AG disminuyen la migración de los OPCs 
 
2.2.1.1. ENSAYO EN GOTA DE AGAROSA 
 
Quisimos ver si el efecto del bloqueo del sistema endocannabinoide conllevaba una 
respuesta asociada como habíamos encontrado al estudiar la proliferación. Se llevaron a cabo 
ensayos de migración en agarosa tratando a los OPCs durante 24h, bien con los antagonistas 
selectivos de los receptores cannabinoides CB1 o CB2 (AM281 o AM630, a una concentración de 
1μM), o con la combinación de ambos. Encontramos en todos los casos una disminución 
significativa de la migración de los OPCs: el tratamiento con AM281, redujo la migración de los 
OPCs hasta un 67±8% (P <0.05 Vs. control); el tratamiento con AM630 sólo o en combinación con 









































Figura R10. El bloqueo de los receptores 
cannabinoides disminuye la migración de 
los OPCs en gota de agarosa. Los OPCs se 
trataron con el antagonista selectivo del 
receptor cannabinoide CB1, AM281 (1μΜ),  
con el antagonista selectivo del receptor 
cannabinoide CB2, AM630 (1μΜ) o con 
ambos. (n=4; P<0.001(***) Vs. CTL; 
P<0.01(**) Vs. CTL. One-way ANOVA-Tukey 




          
 
 
Seguidamente estudiamos el efecto del bloqueo de la síntesis de 2-AG y observamos 
que el RHC-80267 también era  capaz de reducir los niveles basales de la migración hasta un 
57±28% (Figura R11). Se investigó el efecto de la adición exógena de 2-AG; la cual condujo a un 
aumento significativo de la migración llegando a un 150±11% y la adición simultánea de RHC-
80267 y de 2-AG impide el bloqueo de la migración por parte del RHC-80267 observándose valores 





Figura R11. Efecto de la adición exógena de 
2-AG al cultivo de OPCs en gota de agarosa. 
Los OPCs se trataron con 2-AG (1μM), RHC-
80267 (5μM) o con la combinación de ambos 
para comprobar si la adición de 2-AG 
contrarrestaba el efecto del RHC-80267. (n=3; 
P<0.01(**) Vs. CTL; P<0.05(*) Vs. CTL; 
P<0.01(##); P<0.05(#). One-way ANOVA-


























































































2.2.1.2. CÁMARA DE BOYDEN (QUIMIOTAXIS)  
 
Tras estudiar la migración mediante ensayos en gota de agarosa, se investigó si el 
sistema endocannabinoide participa en la migración dirigida o quimiotaxis, utilizando para ello una 
cámara Boyden.  
De nuevo, tratamos a los precursores durante 24horas, bien con los antagonistas 
selectivos de los receptores cannabinoides CB1 o CB2 (AM281 o AM630, a una concentración de 
1μM), bien con la combinación de ambos antagonistas. Observamos una disminución significativa 
(P<0.001 Vs. CTL) de la migración de los OPCs en todos los tratamientos en presencia de GFs, sin 
que observáramos un efecto aditivo cuando se añaden de forma simultánea: CONTROL, 100±4%; 
AM281, 23±6%; AM630, 30±4%; AM281+AM630, 45±6% (Figura R12).  
 
Figura R12. El bloqueo de los receptores 
cannabinoides disminuye la migración 
de los OPCs en cámara de Boyden. Los 
OPCs se trataron con el antagonista 
selectivo del receptor cannabinoide CB1, 
AM281 (1μΜ),  con el antagonista 
selectivo del receptor cannabinoide CB2, 
AM630 (1μΜ) o con ambos en el 
compartimento superior con el fin de 
inhibir la maquinaria cannabinoide que 
favorezca la migración de los OPCs. (n=4; 
P<0.001(***) Vs. CTL. One-way ANOVA-




Al igual que en el caso del ensayo en gota de agarosa, el  RHC-80267 también 
disminuyó la migración de los OPCs al bloquear la síntesis endógena de 2-AG y de la misma 
manera, en este punto tratamos los OPCs con 2-AG exógeno (1μM), comprobando que en este 
sistema también se contrarrestaba  el efecto negativo del RHC-80267 sobre la migración y que 
este aporte extra de 2-AG potencia por sí mismo la migración como se puede ver en la Figura R13; 
de manera que los resultados obtenidos fueron: CONTROL, 100±13%; RHC-80267, 58±49%; RHC-
80267+2-AG, 122±9%; 2-AG, 158±21%. De este modo, verificamos que la migración dirigida de los 















































Figura R13. Efecto de la adición 
exógena de 2-AG al cultivo de OPCs en 
cámara de Boyden. Los OPCs se 
trataron con RHC-80267 (5μM), 2-AG 
(1μM) o con la combinación de ambos 
para comprobar si el efecto negativo 
ejercido sobre la migración por el RHC-
80267,  se contrarrestaba  al co-incubar 
con 2-AG.  (n=4; P<0.001(***) Vs. CTL; 
P<0.01(**) Vs. CTL; P<0.001(###). One-






2.2.1.3. ENSAYO DE HERIDA POR RASPADO (SCRATCH- WOUND ASSAY) 
 
Finalmente, empleamos el método de herida por raspado. El inhibidor de las DAGLs, 
RHC-80267, ejerció un fuerte efecto sobre la migración de los OPCs; reduciéndola hasta un 35±6%. 
Del mismo modo, las células tratadas con los antagonistas cannabinoides redujeron la migración: 







































Figura R14. El bloqueo de los receptores cannabinoides o de la síntesis del 2-AG disminuye la migración de los OPCs 
en ensayos de herida por raspado. Los OPCs se trataron con el antagonista selectivo del receptor cannabinoide CB1, 
AM281 (1μΜ),  con el antagonista selectivo del receptor cannabinoide CB2, AM630 (1μΜ) o con ambos o con el RHC-
80267. Se estiman las células que colonizan la herida. (n=4; P<0.001(***) Vs. CTL; P<0.05(#). One-way ANOVA-Tukey 













































Al igual que con los ensayos anteriores, los resultados obtenidos corroboran que de 
la activación de los receptores cannabinoides, así como la síntesis del 2-AG, son capaces de 
modular la migración de los OPCs in vitro (Figura R14). Por tanto, la migración de los OPCs 
depende del 2-AG y de los cannabinoides. 
 
2.2.1.4.  EXPLANTES DEL CUERPO CALLOSO 
 
Una vez comprobado que el sistema endocannabinoide está implicado en fenómenos 
de migración de los OPCs, se estudió el efecto del bloqueo de dicho sistema en un modelo “ex 
vivo”. Los explantes de cuerpo calloso se mantuvieron en SFM suplementado con PDGF-AA y b-
FGF y se trataron durante 48h con los antagonistas de los receptores cannabinoides y con el 
inhibidor de la síntesis del 2-AG. Transcurrido ese tiempo, se fijaron los explantes y se hizo el 
recuento de células migrantes Olig2  (60%) y Sox10 (100%) positivas (Figura R16) fuera del 
explante como se muestra en las imágenes de inmunocitoquímica (Figura R16.A). En la Figura 





































Figura R15. Fenotipo de las células migrantes a partir de explantes de cuerpo calloso. Se mantuvieron los explantes 
en SFM suplementado con PDGF/FGF durante 48h, se fijaron los explantes y se hizo el recuento de células migrantes 
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Figura R16. Imágenes representativas del marcaje por inmunocitohistoquímica de los fenotipos de la células 
migrantes: Máscara representativa del recuento por fenotipos (A); Inmunohistoquímica del explante de cuerpo 
calloso (B); Recuento de células Sox10+ al bloquear los receptores cannabinoides o la producción de 2-AG (C). La 
migración se estima como el número de células que migran desde el explante expresado como el porcentaje de 
células respecto del grupo control y normalizado respecto al área total del explante. Los explantes se mantienen 48h 
en presencia de PDGF-AA y b-FGF y se tratan durante 48h más con los antagonistas selectivos de los receptores 
cannabinoides CB1 y CB2 (AM281 o  AM630, respectivamente; 1µM), por separado o en combinación, o con RHC-
80267 (5µM). Los resultados muestran un descenso en la migración desde el explante tanto de células Sox10+ con 



























































Al comprobar que el 100% de las células eran  Sox10+, el estudio de la modulación de 
la migración por el bloqueo del sistema cannabinoide se realizó sobre este fenotipo celular. 
Ambos, antagonistas de los receptores cannabinoides, solos o en combinación, redujeron la 
migración de los OPCs  Sox10+  en más del 50%, sin diferencias significativas entre ellos (Figura 
R16.C): CTL, 100±7; AM281, 42±16; AM630, 43±11; AM281+AM630, 47±5; RHC-80267, 22±3. 
Estos resultados sugieren que la migración de OPCs a partir de  cultivos de explantes de cuerpo 
calloso depende de la activación de los receptores cannabinoides.   
 
2.3. DIFERENCIACIÓN  
 
La participación de diversos factores extracelulares en el proceso de diferenciación 
de los OPCs se conoce con detalle, en cambio, desconocemos qué función desempeña el sistema 
endocannabinoide en el proceso de maduración de los OPCs. 
 
2.3.1. La activación de los receptores cannabinoides es necesaria para la 
maduración de los oligodendrocitos 
 
Con el fin de determinar si el 2-AG sintetizado por los OPCs ejercía algún efecto sobre 
la maduración basal, estudiamos los efectos de los antagonistas selectivos de CB1 y de CB2 
(SR141716A y AM630, respectivamente) sobre la diferenciación de los oligodendrocitos. Se 
añadieron los antagonistas al cultivo de OPCs cada 48h durante un periodo de 96h de cultivo. 
Después de este tiempo, las células tratadas con SR141716A  y con  AM630, presentaron una 
morfología más simple  con ramificaciones multipolares poco complejas, indicando una menor 
maduración de los oligodendrocitos respecto al grupo Control (Figura R17.A-I). Al cuantificar las 
distintas poblaciones celulares atendiendo a la presencia de antígenos específicos de cada etapa 
de diferenciación en estas células, se observó un incremento en células con un fenotipo inmaduro 
(células A2B5+) y un descenso en células con morfologías más maduras (Figura R17.L), GalC+  Tipo1 












Figura R17. El bloqueo de los receptores cannabinoides reduce la maduración de los oligodendrocitos (A-I).Los OPCs 
se cultivaron 48 horas en presencia de SFM suplementado con PDGF-AA y b-FGF y después se cambió el medio a  de 
SFM + T3 y se trató durante 96 h con los antagonistas selectivos de CB1o de CB2 SR141716A o AM630 (1µm). La 
tinción con O4 (verde) y α-tubulina (rojo) reveló una retracción significativa de los procesos celulares. Los 
antagonistas causaron un aumento en el número de células A2B5+, con una concomitante disminución en la 
población GalC+ (J). El  bloqueo de los receptores cannabinoides reduce la expresión de MAG y MBP (K). Las células 
se clasificaron en categorías según Marin- Husstege y cols., 2002: células con morfología simple  (A2B5+) sólo 
presentaban ramas primarias cortas;  células con una morfología intermedia (GalC+ Tipo 1) con abundantes ramas 
primarias o secundarias, o células con una morfología compleja (GalC+ Tipo 2) con ramas terciarias: α-tubulina (rojo) y 
A2B5 (verde) (L). Barra escala: 25µm. (n=3; P<0.05(*) Vs. CTL. One-way ANOVA-Tukey Multiple Comparison Test). 

























































De forma concordante con los resultados obtenidos por inmunocitoquímica, el 
análisis por western blot mostró que la acumulación de MBP se redujo significativamente en 
presencia de SR141716A (37±5%; P<0.01) o AM630 (45±7%; P<0.01). Los niveles de MAG también 
descendieron en presencia de SR141716A (46±3%; P<0.01) y AM630 (59±2%; P<0.01) (Figura 
R17.K). Todos estos datos sugieren que la diferenciación de oligodendrocitos depende de la 
activación tónica de los receptores cannabinoides.  
Para descartar la posibilidad de que los antagonistas cannabinoides estuviesen 
afectando a la supervivencia de oligodendrocitos y, por tanto, alterase el proceso de maduración, 
medimos la liberación de LDH al medio de cultivo. El bloqueo de los receptores cannabinoides no 
causó una muerte celular significativa tras 96h: 8.0±0.4%; 7.6±0.8%; 7.6±0.5% en células vehículo, 
SR141716A y AM630, respectivamente. 
 
2.3.2. El bloqueo de la síntesis de 2-AG impide la maduración de los 
oligodendrocitos 
 
Para establecer la función del 2-AG durante la diferenciación de los oligodendrocitos, 
empleamos RHC-80267 para comprometer la síntesis endógena del 2-AG. El RHC-80267 (5µM)  
inhibió la extensión de procesos celulares y las células presentaron un fenotipo más inmaduro 
respecto al Control. Ésto se confirmó por inmunocitoquímica, usando anticuerpos específicos para 
cada etapa del desarrollo, lo que mostró un incremento  en la proporción de células A2B5+ (97±1; 
P<0.01) con un concomitante descenso en los oligodendrocitos GalC+ Tipo 1 (2±1%; P<0.01) y 
GalC+ Tipo 2 (0.1±0.1%; P<0.01) tras el tratamiento con RHC-80267, comparado con los controles. 
 El efecto inhibidor del RHC-80267 sobre la diferenciación se evitó en presencia del 2-
AG a lo largo del periodo de 96h  (Figura R18.M). En los cultivos tratados exclusivamente con 2-AG 
(2μM; reponiéndolo cada 48h) durante 96h, el grado de maduración no fue diferente al del grupo 








Figura R18. El bloqueo de la biosíntesis del 2 -AG impide la maduración de los oligodendrocitos (A- L). Los OPCs se 
cultivaron  48 h en presencia de SFM suplementado con PDGF-AA y b-FGF. Se cambió a SFM sin factores de 
crecimiento y fueron tratados durante 96h con 5µM de RHC-80267 o 2-AG (2µM) o ambos fármacos simultáneamente 
en la presencia de T3. El tratamiento con RHC-80267 redujo significativamente la ramificación de los procesos 
celulares, como se muestra por tinción con O4 (verde) y α–tubulina (rojo) (G-I), efecto que revirtió en presencia de 2-
AG (J -L). La inhibición de la DAGLs por RHC-80267 se acompaña de un aumento en las células  A2B5+ y una 
disminución concomitante en la población de células GalC+ Tipo 1, efectos revertidos por el 2-AG (M). El 2-AG por sí 
solo no tiene un efecto significativo. Barra escala 25µm. (n=3; P<0.01(**) Vs. CTL; P<0.05(*) Vs. CTL. One-way ANOVA-
Tukey Multiple Comparison Test). 
   
 
En concordancia con los resultados obtenidos por inmunofluorescencia, el 
tratamiento con 5µM de RHC-80267 redujo la expresión de marcadores de oligodendrocitos en 
diferenciación analizados en este caso por western blot: MBP a 63±3% (P < 0.01 vs. control) y MAG 
a 51±7% (P < 0.01 vs. control). En placas tratadas de manera simultánea con RHC-80267 y 2-AG la 
expresión de MBP y MAG fue similar al grupo control. De nuevo al tratar sólo con 2-AG, la 


































































Figura R19. El bloqueo de la síntesis de 2-AG reduce la expresión de proteínas de mielina. Los  OPCs cultivados 48h 
en presencia de SFM suplementado con PDGF-AA y b-FGF se cambiaron a SFM sin factores de crecimiento pero con T3 
y se trataron durante 96h con 5µM de RHC-80267 o con 2-AG (2µM) o ambos fármacos al mismo tiempo, y se 
determinaron los niveles de  MAG y MBP por western blot (A) y se cuantificaron por densitometría relativa a la 



































































































3. Los agonistas cannabinoides favorecen  la proliferación, migración y 




















Hasta ahora habíamos demostrado el papel del SEC en funciones fundamentales del 
oligodendrocito. A continuación, quisimos investigar si una activación extra del sistema, mediante 




3.1.1. Los agonistas de los receptores cannabinoides CB1/CB2 aumentan la 
proliferación de los OPCs en cultivo 
 
Primero investigamos si los agonistas de los receptores cannabinoides potenciaban la 
proliferación de los OPCs en cultivo. Tras 24h de tratamiento farmacológico se llevó a cabo el 
recuento celular, tomando como marcadores de proliferación el porcentaje de células que 
incorporan BrdU así como el porcentaje de células positivas para pH3. La Figura R20 muestra que 
tanto los agonistas selectivos de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 (ACEA y JWH133, 
respectivamente), como el agonista para CB1 y CB2, HU-210, a una concentración de 0.5µM, 
incrementaron significativamente la proliferación de los OPCs. El incremento en el porcentaje de 
células que incorporan BrdU estuvo en torno al 50% y el de células pH3+ en torno al 30%. 
















































Figura R20. La activación de los receptores cannabinoides CB1/CB2 incrementa la proliferación de los OPCs en 
cultivo. Los OPCs purificados se trataron durante 24h con el agonista cannabinoide CB1, ACEA, el agonista 
cannabinoides CB2, JWH133 o con el agonista CB1/CB2, HU-210 (todos ellos a 0.5 µM). Los resultados se muestran 
como el porcentaje de células BrdU+ o pH3+ respecto del total de células. (n=4; P< 0.001(***) Vs. CTL. One-way 





3.1.2. El incremento de los niveles de 2-AG con JZL-184 aumenta la 
proliferación de OPCs 
 
Los resultados presentados en apartados anteriores basados en experimentos de 
pérdida de función indican que la producción de 2-AG y su unión a receptores se requieren para la 
proliferación normal de OPCs. A continuación, investigamos si la ganancia de función modifica la 
proliferación. Para ello se empleó JZL-184 (Long y cols., 2009), inhibidor de la MAGL, enzima que 
hidroliza el 2-AG, aumentando así, los niveles endógenos de 2-AG. Primero, corroboramos que el 
JZL-184 aumentaba los niveles de 2-AG. En tan sólo 60 minutos, el contenido en 2-AG en los OPCs 
tratados con JZL-184 se incrementó en 31 pmol de 2-AG/mg de proteína total respecto al t=0. A los 






Figura R21. El bloqueo de la degradación del 2-
AG con JZL-184 incrementa los niveles de 2-AG. 
Los OPCs se trataron con con JZL-184 (1μM) a  
diferentes tiempos. (n=6; P<0.001(***) Vs. CTL; 
P<0.01 (**) Vs. CTL; P<0.001(###). One-way 







En segundo lugar,  estudiamos el posible efecto del JZL-184 sobre la proliferación y 
observamos que en presencia de 5ng/ml de PDGF/FGF en el medio de cultivo el JZL-184 no 
incrementaba la proliferación de los OPCs. Posiblemente la actividad mitogénica de ambos 
factores tróficos enmascara la eventual acción del JZL -184. Por esta razón, repetimos los 
experimentos en ausencia de PDGF/FGF (suplementados con 0.5% de BSA), exponiendo los 
cultivos a JZL-184 durante 24h. En estas condiciones, el porcentaje de células BrdU+ se incrementó 
en un 68%  y el de células pH3+ en un  61%  (Figura R22).  
















































                              
 
 
Figura R22. El bloqueo de la degradación del 2-AG con JZL-184 incrementa la proliferación de los OPCs. Los OPCs 
cultivados en SFM en ausencia de PDGF-AA y b-FGF, suplementados con 0.5% de FBS 24h y se trataron con JZL-184 
(1μM). La proliferación se midió como el número de células que incorporaron BrdU (10μM, pulso 18h),  o pH3+ 





3.2.1. La activación de los receptores cannabinoides produce un incremento 
de la migración de los OPCs  
 
3.2.1.1. ENSAYO EN GOTA DE AGAROSA 
 
Se trató a los cultivos de OPCs con agonistas selectivos de los receptores 
cannabinoides CB1 o CB2 (ACEA o JWH133, respectivamente,  ambos a una concentración de 
0.5μM) o con un agonista CB1/CB2 (HU-210, 0.5μM). En los tres casos encontramos un aumento 
muy significativo de la migración a partir de la gota; ACEA, 151±7%; JWH133, 142±8; HU-210, 
164±21% (P<0.01), como se puede observar en la (Figura R23.A), que queda mitigado al tratar de 
manera conjunta con el agonista y antagonista selectivo de cada uno de los receptores 
cannabinoides, ACEA+AM281 (1μM) o JWH133+AM630 (1μM), hasta niveles equiparables al grupo 
















































































































































Figura R23. La activación de los receptores cannabinoides incrementa la migración de los OPCs en gota de agarosa. 
Los OPCs se sembraron  a una densidad de 105 células/μl en gotas agarosa como se describe en Material y Métodos y 
se cultivan en SFM en presencia de PDGF-AA y b-FGF durante 24h y con 5μΜ del inhibidor de proliferación, CβA. Se 
trataron con el agonista selectivo del receptor cannabinoide CB1, ACEA (0.5μΜ),  con el agonista selectivo del 
receptor cannabinoide CB2, JWH133 (0.5μΜ) o con el agonista CB1/CB2, HU-210 (0.5μΜ) (A). El efecto positivo 
sobre la migración de los OPCs se bloqueó tratando de manera conjunta con el agonista y antagonista selectivos de 
los receptores CB1 o CB2, ACEA+AM281 (1μM) o JWH133+AM630 (1μM) respectivamente (B). (n=3; P<0.001(***) Vs. 
CTL; P<0.001(###). One-way ANOVA-Tukey Multiple Comparison Test). 
 
 
3.2.1.2. CÁMARA DE BOYDEN (QUIMIOTAXIS)  
 
Del mismo modo que en los experimentos en gota de agarosa, se trató a los 
precursores con agonistas selectivos de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 (ACEA y JWH133, 
respectivamente,  ambos a una concentración de 0.5μM) o con un agonista CB1/CB2 (HU-210, 





En los tres casos encontramos un aumento muy significativo de los OPCs que 
atraviesan los poros de la membrana y quedan adheridos a la misma en el compartimento inferior, 
al que son atraídos por dichos agonistas: ACEA, 218±10%; JWH133, 223±9% y HU-210, 196±7% Vs. 
CTL, 100±14% con 5ng de GFs (Figura R24A). El hecho de considerar a dichos agonistas como 
quimioatrayentes se justifica ya que si este mismo experimento se realiza en ausencia de GFs 
encontramos la misma respuesta, un aumento significativo en el porcentaje de células que migran 
al tratar con ACEA, 270±24%; JWH133, 248±25 ó HU-210, 286±27% Vs. CTL, 100±13% (Figura 
R24B). Esto demuestra que los tres agonistas cannabinoides se comportan como quimioatrayentes 
de los OPCs.  
En los estudios realizados con los agonistas, la concentración de factores de 
crecimiento añadida al medio (5ng/ml) es menor que la utilizada en caso de tratamiento con 
antagonistas e inhibidores (10ng/ml) con el fin de evitar enmascarar el efecto quimioatrayente 
producido por los agonistas cannabinoides.  
 













































































Figura R24. Los agonistas de los receptores cannabinoides incrementan la migración de los OPCs en cámara de 
Boyden mediada por el PDGF-AA(A) y se comportan como quimioatrayentes en ausencia de PDFG (B). Los OPCs se 
sembraron  en el compartimento superior de la cámara y se cultivaron durante 24h en presencia de 5ng de GFs  en el 
compartimento inferior(A) o en ausencia de PDGF (B). Se adicionó al medio, también en el compartimento inferior,  el 
agonista selectivo del receptor cannabinoide CB1, ACEA (0.5μΜ) o  el agonista selectivo del receptor cannabinoide 
CB2, JWH133 (0.5μΜ) o el agonista CB1/CB2, HU-210 (0.5μΜ). (n=4; P<0.001(***) Vs. CTL. One-way ANOVA-Tukey 






Estos datos indican que los agonistas de los receptores cannabinoides son capaces de 
potenciar el efecto pro-migratorio del  PDGF en ensayos en Cámara de Boyden.  
 
3.2.2. El tratamiento con el inhibidor de la degradación del 2-AG, JZL-184,  
incrementa la migración de los OPCs  
 
3.2.2.1. ENSAYO EN GOTA DE AGAROSA 
 
Hemos visto en el apartado anterior que el 2-AG endógeno es necesario para la 
migración de los precursores de oligodendrocitos. También habíamos demostrado que la adición 
de 2-AG al cultivo incrementa la migración con respecto a la migración basal de los mismos, pero 
queríamos saber si encontraríamos el mismo resultado al bloquear la degradación del 2-AG por 
dos sistemas: gota de agarosa y cámara de Boyden. La ganancia de función endocannabinoide por 
el JZL-184, demuestra que la acumulación de 2-AG, también produce un aumento de la capacidad 
migratoria de los OPCs en este tipo de ensayos (CTL, 100±17; JZL-184, 149±4%; P<0.05) (Figura 
R25). 
 
       
Figura R25. El bloqueo de la degradación del 2-AG 
aumenta la migración en gota de agarosa.  Los OPCs 
purificados y cultivados en SFM en ausencia de PDGF-AA 
y b-FGF y suplementados con 0.5% de FBS 24h, fueron 













































3.2.2.2. CÁMARA DE BOYDEN (QUIMIOTAXIS)  
 
El incremento del tono endocannabinoide en ensayos de quimiotáxis, utilizando JZL-






Figura R26. El bloqueo de la degradación del 2-AG aumenta 
la migración en cámara de Boyden. Los OPCs purificados se 
trataron con JZL-184 (1μM) en presencia de GFs, demostrando 
que la acumulación del 2-AG incrementa la migración de 
manera independiente del efecto del PDGF-AA. (n=3; 







3.3. CB1 de membrana versus CB1 intracelular  
 
La Hemopresina es un fragmento de la alfa hemoglobina con la secuencia de 
PVNFKFLSH, originalmente identificada en extractos de cerebro de rata que se une a los 
receptores cannabinoides y actúa como un agonista inverso en los receptores CB1 (Gelman y  
Fricker, 2010). 
Ya habíamos comprobado con el AM281, molécula lipofílica que es capaz de bloquear 
tanto el receptor de membrana como el intracelular, que la migración de los OPCs disminuía 
significativamente. Después, estudiamos el efecto de la Hemopresina sobre la migración del OPC 
concretamente sobre el receptor CB1 de membrana, ya que ésta no es capaz de internalizarse y 
unirse al receptor intracelular. En caso de producirse variaciones en la capacidad migratoria, esto 
nos permitiría deducir si el efecto sobre la migración de los OPCs se debe al bloqueo del receptor 
de membrana, al que se encuentra en compartimentos intracelulares o a ambos.  
 

































3.3.1. Los OPCs expresan ambas poblaciones de receptor cannabinoide CB1: 
receptor CB1 de membrana y receptor CB1 intracelular 
 
En primer lugar comprobamos por inmunocitoquímica que existe CB1 de membrana 
y CB1 intracelular en OPCs (Figura R27). Se realizó el marcaje según el protocolo descrito en el 
apartado de Material y Métodos usando para ello anticuerpos específicos que reconoce el 
extremo N-terminal (receptor de membrana) o el extremo C-terminal (receptor intracelular) del 
receptor CB1. En la Figura R27 se muestra la localización de ambas poblaciones de receptores en 




Figura R27. Localización de los anticuerpos  CB1 N-terminal y CB1 C-terminal en OPCs A2B5+. Los OPCs cultivados 24h 
en SFM+PDGF-AA y b-FGF fueron marcados por inmunocitoquímica con anticuerpos frente a A2B5 (azul),  CB1 N-
terminal (rojo) y CB1 C-terminal (verde). Se muestra la colocalización de ambas poblaciones del receptor CB1: CB1 








3.3.2. El efecto inductor de la migración  mediado por ACEA revierte 
parcialmente al tratar los OPCs con hemopresina o totalmente con AM281 
 
3.3.2.1. ENSAYO EN GOTA DE AGAROSA 
 
De nuevo, se trataron los OPCs durante 24horas, en este caso con hemopresina  o 
con AM281 y con ACEA  sólo o en combinación con estos bloqueantes del receptor CB1. Los 
resultados que obtuvimos respecto de los controles fueron: un descenso de hasta el 52±3% en el 
caso del bloqueo total del receptor CB1 con el AM281 y de hasta el 61±6% al usar hemopresina 
(Figura R28). 
En concordancia con este dato, los OPCs tratados con el agonista selectivo CB1, 
ACEA, incrementaron la migración alcanzando el 181±13%. También se comprobó que los OPCs 
tratados con ACEA+AM281 presentaban valores semejantes a los controles (100±6%) y que, por el 
contrario, el tratamiento con ACEA+hemopresina, bloqueaba significativamente pero no revertía 
completamente el efecto de ACEA sobre la migración de los OPCs, reduciéndose al 132±11%,  ya 
que ACEA se une tanto al receptor intracelular como al de membrana y la hemopresina sólo 
competiría con este agonista por el receptor CB1 de membrana. Todos estos datos nos indican que 
el receptor cannabinoide CB1 de membrana es el que participa en la migración de OPCs en 
ensayos de gota de agarosa (Figura R28). 
                                 
 
Figura R28. El bloqueo del receptor 
cannabinoide CB1, tanto de membrana como 
intracelular disminuye la migración en gota 
de agarosa. Se trataron los OPCs durante 
24horas, en este caso con hemopresina 
(0.1μM), o con AM281 (1μM) y con ACEA 
(0.5μM) sólo o en combinación con los 
inhibidores del receptor CB1. (n=4; 
P<0.001(***) Vs. CTL; P<0.01(**) Vs. CTL; 
P<0.05(*) Vs. CTL; P<0.001(###); P<0.01(##).  


























































3.3.2.2. CÁMARA DE BOYDEN (QUIMIOTAXIS)  
 
Para confirmar los resultados descritos en gota de agarosa, realizamos estos mismos 
experimentos con la Cámara de Boyden. Se trataron los cultivos durante 24horas con hemopresina 
o con AM281  y con ACEA sólo o en combinación con los antagonistas. Los resultados respecto de 
los controles fueron similares a los observados en ensayos de gota de agarosa: un descenso en el 
caso del bloqueo total del receptor CB1 con el AM281 de hasta el 41±3% y un descenso en el caso 
de la hemopresina de hasta el 57±8%. Los OPCs tratados con ACEA, incrementaron de nuevo la 
migración (177±8%). Los OPCs tratados con ACEA+AM281 (104±9%) o con ACEA+hemopresina  
(121±13%) fueron similares o no significativamente diferentes a los valores de referencia (CTL; 
100±6%).  
Como concluimos anteriormente, en el proceso de migración dirigida de los OPCs en 
Cámara de Boyden participa el receptor cannabinoide CB1 de membrana pero no el receptor 
cannabinoide CB1 intracelular (Figura R29).  
 
Figura R29. El bloqueo del receptor 
cannabinoide CB1, tanto de membrana 
como intracelular, conduce a una 
disminución de la migración de los OPCs en 
Cámara de Boyden. Se trataron los OPCs 
durante 24horas, en este caso con 
hemopresina (0.1μM), o con AM281 (1μM) 
y con ACEA (0.5μM) sólo o en combinación 
con los inhibidores del receptor CB1. (n=3; 
P<0.001(***) Vs. CTL; P<0.01(**) Vs. CTL; 
P<0.001(###); P<0.01(##). One-way 

































































3.4.1. La exposición de OPCs en cultivo a agonistas selectivos de los 
receptores cannabinoides incrementa su complejidad morfológica y la 
expresión de proteínas de mielina  
 
En cultivos control los OPCs se diferencian rápidamente a oligodendrocitos en 
respuesta a la retirada de mitógenos (Casaccia-Bonnefil y cols., 1997). Para determinar si la activación 
de los receptores cannabinoides modifica la diferenciación de los OPCs, se estudió la expresión de 
las proteínas de mielina, MBP y CNPasa mediante Western blot. Por otra parte, se estimó la 
complejidad morfológica de las células mediante inmunocitoquímica usando como marcadores O4 
y α-tubulina. 
 
La cuantificación de MBP y CNPasa 24 ó 48h después de la exposición a los agonistas 
cannabinoides reveló que apenas se detecta MBP tras 48h de diferenciación; mientras que, la 
CNPasa se encontró de manera abundante una vez los OPCs iniciaron la diferenciación. La 
incubación de los cultivos durante 24h, ya sea con ACEA o JWH133 no tuvo ningún efecto sobre la 
expresión de la proteína de mielina. Sin embargo, a las 48h observamos un aumento considerable 
en los niveles de MBP: 189±4% en células tratadas con ACEA y  238±19% en células tratadas con 
JWH133 (Figura R30.A). Estos efectos fueron bloqueados específicamente por los antagonistas 
selectivos de los receptores CB1 o CB2, AM281 y AM630, respectivamente (Figura R30.B-C). 
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Figura R30. El tratamiento de OPCs diferenciados con los agonistas selectivos de los receptores cannabinoides 
incrementan los niveles de MBP. Regulación de la expresión de CNPasa y MBP en cultivos tratados 24 ó 48h en 
presencia de ACEA o JWH133 (0.5µM) en SFM+T3 (A). Los Western blots se cuantificaron por densitometría y la 
expresión de MBP tras el tratamiento con ACEA o ACEA+AM281, para el receptor cannabinoide CB1 (B) o JWH133 o 
JWH133+AM630, para el receptor cannabinoide CB2 (C) fue calculada como el porcentaje frente al grupo control y 
normalizado con la expresión de α-tubulina. (n=3; P<0.001(***) Vs. CTL; P<0.05(*) Vs. CTL; P<0.001(###); P<0.05(#). 
One-way ANOVA-Tukey Multiple Comparison Test). 
 
 
Mediante técnicas inmunocitoquímicas observamos que los agonistas ACEA y 























celulares como muestra la tinción con O4 (verde) y α-tubulina (rojo) (Figura R31.D-F y J-L), un 
efecto que revierte en presencia de AM281 (Figura R31.G-I) o AM630 (Figura R31.M-O).  
Por medio de tinciones con los anticuerpos O4 (marcador de oligodendrocitos) y α-
tubulina (que define la morfología de la célula y la arborización de los procesos),  distribuimos las 
células de acuerdo a tres categorías de complejidad: Tipo A, células con morfología simple pocas 
ramificaciones, Tipo B, células con arborización normal; Tipo C, células con intensa red de 
procesos ramificados (Figura R31.P). Esta clasificación difiere de la establecida en experimentos 
previos, ya que no fue posible usar los marcadores GalC, α-tubulina y O4 de manera conjunta. 
Podríamos hacer la siguiente correspondencia entre categorías: A2B5/α-tubulina ≈ Tipo A; GalC 
Tipo 1 ≈ Tipo B; GalC Tipo 2 ≈ Tipo C. 
 
 
         

















































































Figura R31. Los agonistas selectivos de los receptores cannabinoides favorecen la maduración de los 
oligodendrocitos. Los OPCs se mantuvieron en cultivo 48h en presencia de SFM suplementado con PDGF-AA y b-FGF. 
Se les cambió a SFM en ausencia de factores de crecimiento, suplementado con T3 (SFM +T3, y fueron tratados 
durante 48h con 0.5µM de ACEA o JWH133 con o sin los antagonistas de los receptores cannabinoides AM281 o 
AM630 (ambos a 1µM) (A-O). Después de la tinción in vivo con O4 (verde), las células se fijaron y procesaron para 
un marcaje con α-tubulina (rojo) y luego se clasificaron en categorías según Marin-Husstege (Marin-Husstege y 
cols., 2002) (P). Cuantificación del porcentaje de células de las tres categorías al tratar los cultivos con los agonistas 
de los receptores cannabinoides solos o en combinación con su respectivo antagonista (Q). Barra escala: 25 µm. 
(n=3; P<0.001(***) Vs. CTL; P<0.01(**) Vs. CTL; P<0.05(*) Vs. CTL. One-way ANOVA-Tukey Multiple Comparison Test). 
 
 
Tanto ACEA como JWH133 aceleraron la diferenciación morfológica de los OPCs, de 
manera que, encontramos un aumentó en la proporción de las formas celulares maduras, los tipos 
B y C, con una disminución concomitante en la células de tipo A. En los cultivos control, casi el 80% 
de las células se clasificaron como tipo A (con una baja complejidad), mientras que ACEA y 
JWH133 disminuyeron la proporción de este tipo a un 50% y 35%, respectivamente (Figura R31.Q). 
 En contraste, las células B de tipo más maduro, tras la activación de cualquiera de los 
receptores, doblaron en número. Del mismo modo, las morfologías más complejas aumentaron 










Figura R32. El agonista de los receptores  CB1/CB2  HU-210 aumenta la maduración de los oligodendrocitos (A-O). 
Los OPCs se mantuvieron en cultivo 48h en presencia de SFM suplementado con PDGF-AA y b-FGF. Se les cambió a 
SFM en ausencia de factores de crecimiento, pero suplementado con T3 (SFM +T3, y fueron tratados durante 48h con 
0.5 µM de HU210 con o sin los antagonistas de los receptores cannabinoides AM281, AM630 o ambos (1µM). Tinción 
con O4 (verde) y α-tubulina (rojo). Se cuantificaron los porcentajes de células de cada categoría al ser tratadas con 
HU-210, sólo o con los antagonistas de los receptores cannabinoides (P). Mediante western blot se estudió la 
expresión de MBP al tratar las células con HU-210 sólo o en combinación con los antagonistas de los receptores 
cannabinoides (Q) y se cuantificó por densitometría (R). Barra escala: 25 µm. (n=3; P<0.001(***) Vs. CTL; P<0.01(**) 
Vs. CTL; P<0.05(*) Vs. CTL. One-way ANOVA-Tukey Multiple Comparison Test). 
 
Además, los cultivos de OPCs incubados durante 48h con HU-210 (0.5μM), 
presentaron una morfología más madura (Figura R32.A-O). Había más OPC con complejas 
ramificaciones secundarias y terciarias, células de tipos B y C (Figura R32.P). Curiosamente, el 
bloqueo de cualquiera de los receptores CB1 o CB2 abolió los efectos de HU-210, como ocurrió 
con los la combinación de los dos antagonistas. Estos datos concuerdan con los resultados 
obtenidos al evaluar proteínas de mielina por western blot. El HU-210 aumentó los niveles de MBP 





el antagonismo de los receptores cannabinoides anuló el efecto del HU-210 sobre la expresión de 
MBP (Figura R32.R).   
 
3.4.2. El incremento de los niveles de 2-AG con JZL-184 acelera la 
diferenciación de los oligodendrocitos        
 
Los resultados descritos en el apartado dedicado al estudio del SEC, basados en 
experimentos de pérdida de función, indican que la producción de 2-AG y su unión a receptores 
cannabinoides son necesarias para la diferenciación de los OPCs. Sin embargo, como se ha 
mencionado anteriormente, el 2-AG exógeno no aumenta la maduración de los OPCs tras 96h. 
 
 Cabe la posibilidad de que a las 96h ya sea demasiado tarde para observar un posible 
efecto del 2-AG, debido al fuerte incremento en los niveles de la enzima degradativa MAGL tras 
72h de diferenciación y porque en la maduración de cultivos no tratados, ya se alcanza una meseta 
a las 96h. Por esto, estudiamos la ganancia de función cannabinoide tratando las células 48h en 
lugar de 96h.  
Como describimos en un apartado anterior, el JZL-184 incrementa los niveles de 2-AG  
endógeno en OPCs por bloqueo de la MAGL. La Figura R33.A-F, muestra cómo los OPCs tratados 
con JZL-184 (1µM durante 48h) presentaron un fenotipo más maduro comparado con las células 
tratadas con el vehículo. El análisis por western blot mostró que el tratamiento de cultivos con JZL-
184 se tradujo en un incremento de dos veces los niveles de MBP de una forma comparable a la 
inducida por la activación directa de los receptores cannabinoides (Figura R33.G-H). La exposición 
de los cultivos de los OPCs durante 48h a 0.5µM de HU-210, indujo el incremento de la expresión 









Figura R33. La ganancia de función farmacológica incrementa la maduración de los oligodendrocitos. Los  OPCs se  
cultivaron 48h en presencia de SFM suplementado con PDGF-AA y b-FGF. Posteriormente, se cambió a SFM+T3 en 
ausencia de factores de crecimiento y se trataron con el inhibidor de la MAGL, JZL-184 (1µM) 48h (A-F). El 
tratamiento aumentó la ramificación de los procesos celulares y la inmunorreactividad de la MBP (G-H).  Los niveles 
relativos de MBP a α-tubulina fueron obtenidos por densitometría. El tratamiento de los cultivos con 0.5µM de HU-
210 (48h) aumentó significativamente los niveles de MBP (I-J). Barra escala: 25µm.  (n=3; P<0.01(**);P<0.051(*) Vs. 























































































4. Las vías de señalización PI3K/Akt/mTOR y Src participan en los 
procesos de proliferación, migración y diferenciación y son reguladas 
por el sistema endocannabinoide. 
 
4.1. La activación de las vías de señalización PI3K/Akt/mTOR y Src 
es necesaria para la proliferación y migración normal de los 
oligodendrocitos 
 
  4.2. Las vías de señalización PI3K/Akt/mTOR y Src están reguladas 
























4.1. La activación de las vías de señalización PI3K/Akt/mTOR y Src 



















4.1.1. PROLIFERACIÓN Y MIGRACIÓN 
 
4.1.1.1. La proliferación de los OPCs requiere de la activación basal de la 
vía de señalización PI3K/Akt/mTOR 
  
Para dilucidar las vías de señalización implicadas en la proliferación de OPCs, hemos 
estudiado la cascada de PI3K/AKT/mTOR. Se trataron los OPCs  durante 24h con el inhibidor de 
PI3K, LY294002 (2.5µM ó 5µM) o con el inhibidor de mTOR, RAPAMICINA (1nM ó 3nM) y se 
estudió tanto el porcentaje de células que incorporan BrdU como el porcentaje de células Ki67+ 

















































































Figura R34.  La inhibición de la vía PI3K/Akt/mTOR reduce la proliferación de los OPCs. Los OPCs purificados y 
cultivados en SFM en presencia de PDGF-AA y b-FGF y tratados durante 24h con 5 ó 2.5μM  de LY294002 ó con 3 ó 
1nM de RAPAMICINA. La proliferación se midió como el porcentaje de células BrdU+ (10μM, pulso 18h) o de células 




En ambos casos comprobamos que el tratamiento con los inhibidores de estas rutas 
redujeron significativamente la proliferación de los OPCs respecto al control. Encontramos una 
disminución en el porcentaje de células que incorporaron BrdU en torno al 25-30% (CTL, 45±3; 
LY294002 5μM, 14±1; LY294002 2.5μM, 21±2; RAPAMICINA 3nM, 20±2; RAPAMICINA 1nM, 35±4) 
y un descenso algo mayor con el tratamiento de RAPAMICINA 1nM, en el que la disminución fue 





LY294002 5μM, 25±2; LY294002 2.5μM, 39±2; RAPAMICINA 3nM, 30±2; RAPAMICINA 1nM, 42±3 
(Figura R34). 
 
4.1.1.2. Las rutas de señalización PI3K/Akt/ mTOR y Src participan en la 
migración de los OPCs  
 
Al igual que en los resultados anteriores relacionados con proliferación, se realizaron 
experimentos en los que se trataron a los OPCs durante 24h con inhibidores de estas vías de 
señalización para evaluar su efecto en dicha actividad biológica. 
 
4.1.1.2.1. ENSAYO EN GOTA DE AGAROSA 
 
 En el ensayo de gota de agarosa, los tres fármacos redujeron el número de células 
que migran a partir de la gota: CTL, 100±9%; LY294002 10μM, 37±3%; RAPAMICINA 15nM, 
25±4%; PP2 2.5μM, 20±1%, demostrando la participación de las cascadas PI3K, mTOR y Src 
también en este proceso (Figura R35). 
 
   
Figura R35. Las vías de señalización PI3Kk/Akt/ 
mTOR y Src participan en la migración de los 
OPCs. Los OPCs se trataron con el inhibidor de 
PI3K/Akt, LY294002(10μΜ),  con el inhibidor de 
mTOR, RAPAMICINA (15nΜ) o con un inhibidor 
de Src,  PP2 (2.5μΜ). (n=3; P<0.001(***) Vs. 







4.1.1.2.2. CÁMARA DE BOYDEN (QUIMIOTAXIS)  
 
Con el fin de demostrar que las vías de señalización mencionadas también participan 
en la migración dirigida de los OPCs, se realizaron experimentos en los que se trataron a los OPCs 









































tratamientos farmacológicos redujeron el número de células que migran al compartimento 
inferior de la cámara: CONTROL, 100±6%; LY294002 25μM, 26±4%; PP2 1.25μM, 56±3%; 
RAPAMICINA 25nM, 47±3%; (Figura R36).  
 
 
Figura R36. Las vías de señalización PI3Kk/Akt/ mTOR 
y Src participan en la migración de los OPCs. Los OPCs 
se trataron con el inhibidor de PI3K/Akt, LY294002 
(25μΜ),  con el inhibidor de mTOR, RAPAMICINA 
(25nΜ) o con un inhibidor de Src,  PP2 (1.25μΜ). (n=4; 
P<0.001(***) Vs. CTL; P<0.01(##). One-way ANOVA-






4.1.1.2.3. ENSAYO DE HERIDA POR RASPADO (SCRATCH-WOUND ASSAY) 
 
Los inhibidores de las rutas de señalización PI3K/Akt, Mtor y Src, redujeron la 
capacidad de migración de los OPCs en el ensayo de herida por raspado en un 38% en el caso de 
LY294002 5M y en un 45% cuando se utilizó  RAPAMICINA 3nM: CTL, 100±3; LY294002 5M, 




























Figura R37.  Las vías de señalización PI3K/Akt/mTOR participan en la migración de los OPCs. Los OPCs se trataron 
con el inhibidor de PI3K/Akt, LY294002 (5μΜ) o con el inhibidor de mTOR, RAPAMICINA (3nΜ). (n=3; P<0.001(***) Vs. 

























































4.2. Las vías de señalización PI3K/Akt/mTOR y Src están reguladas 












4.2.1. PROLIFERACIÓN Y MIGRACIÓN 
 
4.2.1.1. El efecto que ejerce el sistema endocannabinoide sobre la 
proliferación y migración  de los OPCs precisa de  la activación de la vía 
PI3K/Akt/mTOR y Src 
 
Habiendo demostrado que la proliferación y migración de los OPCs dependen de la 
vía PI3K/AKT/mTOR, quisimos comprobar si la activación de dichas  rutas está mediada por el 
sistema endocannabinoide. Para este fin, se trataron los OPCs con AM281 y/o AM630 o con RHC-
80267 durante 1 hora. Se prepararon lisados celulares y se llevaron a cabo  diferentes Western 
blots para evaluar los cambios en el estado de fosforilación de las proteínas implicadas en 
proliferación o migración, tales como Src, Akt o mTOR. 
Verificamos que el estado de fosforilación de Src, Akt y mTOR disminuía con el 
bloqueo del sistema endocannabinoide (Figura R38). Los valores numéricos fueron:  
 
 P-Akt: CT (100±2); AM281 (77±3); AM630 (75±3); AM281+AM630 (72±2); RHC-
80267 (70±1) 
 P-mTOR: CT (100±4); AM281 (73±9); AM630 (75±4); AM281+AM630 (31±3); RHC-
80267 (63±1) 
 P-Src: CT (100±3); AM281 (70±3); AM630 (80±3); AM281+AM630 (64±1); RHC-80267 
(64±2) 
 
Es decir, la acción del SEC sobre la proliferación y migración del oligodendrocito, 
depende de PI3K/Akt/mTOR/Src. 
 














                      
 
Figura R38.  El bloqueo de los receptores cannabinoides y de la biosíntesis del 2-AG reduce la activación de la vía 
PI3K/Akt/Mtor y Src. Los OPCs purificados se trataron durante 1h con el antagonista cannabinoide CB1, AM281 
(1μM), el antagonista cannabinoides CB2, AM630 (1μM), con ambos AM281+AM63 o con el inhibidor de la síntesis de 
2-AG, RHC-80267 (5μM). Se controló la carga total de proteína para evaluar la fosforilación de Akt, mTOR, Src. (n=4; 


































4.2.2.1. Los agonistas cannabinoides ACEA, JWH133 y HU-210 activan las 
vías de señalización de PI3K/Akt/mTOR 
 
El agonismo de los receptores cannabinoides en OPCs activa la vía de señalización de 
PI3K/Akt (Molina-Holgado y cols., 2002). La señalización a través de PI3K/Akt-mTOR se ha relacionado 
con la maduración basal de oligodendrocitos y mielinización del sistema nervioso central (Flores y 
cols., 2008; Tyler y cols., 2009). Para investigar la implicación de las cascadas PI3K/Akt y mTOR en la 
diferenciación de OPCs inducida tras la activación de los receptores cannabinoides, se evaluó la 
fosforilación de estas quinasas por Western Blot con anticuerpos fosfo-específicos. La exposición 
de cultivos de OPCs en diferenciación a HU-210 (0.5μM) incrementó la fosforilación de Akt sobre la 
Ser473 de forma t-dependiente (Figura R39.A). HU-210 aumentó la fosforilación de Akt en tan solo 
5 minutos, alcanzando niveles máximos a los 10 minutos, que se mantuvieron durante un máximo 
de 1h (Figura R39.B). Del mismo modo, la fosforilación de Akt aumentó rápidamente tras la 
exposición a ACEA o JWH133 (0.5μM), alcanzando niveles máximos a los 2 min, pero volviendo a 
los niveles control a partir de entonces (Figura R39.C-F).  
 
La vía mTOR ha sido recientemente identificada como un regulador de la 
diferenciación de oligodendrocitos (Tyler y cols., 2009). Sin embargo, la activación de mTOR por los 
agonistas de los receptores cannabinoides en oligodendrocitos todavía no se ha explorado. 
Encontramos que mTOR se fosforila en Ser2448 de manera dependiente del tiempo tras el 
tratamiento con HU-210 (0.5μM). La máxima fosforilación fue observada transcurridos 10 minutos 
de estimulación y se mantuvo durante 60 minutos. En contraste a la activación de Akt, la 
incubación con ACEA o JWH133 provocó una fosforilación transitoria de mTOR, que alcanzó su 











Figura R39.  Los agonistas de los receptores cannabinoides ACEA, JWH133 y HU-210 inducen fosforilación de Akt y 
mTOR dependiente del tiempo. Los OPCs se mantuvieron en cultivo 48h en  presencia de SFM suplementado con 
PDGF-AA y b-FGF. Se reemplazó por HBSS que contenía 1% de FCS  y se estimularon con 0.5 µM de HU-210, ACEA o 
JWH133 a diferentes tiempos. (A, C, E). Los Western blot se realizaron con anticuerpos específicos para fosfo-Akt 
(Ser473) y fosfo-mTOR (Ser2448) y se evaluaron por densitometría (B, D, F). Los valores se muestran como la 
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4.2.2.2. Los efectos del HU-210 sobre la diferenciación de los OPCs 
requiere de la vía PI3K/Akt/mTOR 
 
Los resultados presentados anteriormente indican que HU-210 activa las vías de 
señalización de Akt y mTOR. Para explorar la interacción funcional entre las cascadas de 
señalización PI3K/Akt y mTOR y los cannabinoides en la diferenciación de los OPCs, los cultivos se 
trataron 30 minutos con LY294002 (2.5μM) y con RAPAMICINA (1.5nM), antes del tratamiento de 
10 minutos con HU-210.  Se evaluó la expresión de proteínas fosforiladas Akt y mTOR por western 
blot. Tanto LY294002 como RAPAMICINA abolieron la fosforilación de mTOR y Akt inducida por 
HU-210 (Figura R40.A-C).   
El análisis de la expresión de MBP 48h después de la diferenciación en  presencia de 
HU-210, mostró un aumento de 2,5 veces en los niveles de MBP. Para caracterizar mejor las 
cascadas de señalización a través de las cuales el agonista del receptor cannabinoide HU-210 
incrementa la diferenciación de los OPCs, los cultivos fueron expuestos a los inhibidores selectivos 
de la proteína quinasa utilizados antes.  
En primer lugar, para inhibir las acciones de PI3K, los OPCs fueron tratados durante 
48h en medio de diferenciación con 2.5μM de LY294002 en presencia de HU-210 (0.5μM), que 
redujo un 35% los niveles de MBP (Figura R40.D-E). Para demostrar un papel de la fosforilación de 
mTOR inducida por cannabinoides en la diferenciación de oligodendrocitos, se utilizó la 
RAPAMICINA. OPCs diferenciados fueron tratados simultáneamente con RAPAMICINA (0.75 ó 
1.5nM) y HU-210 (0.5μM), y mediante técnicas de western blot, se observó una reducción 








Figura R40.  Los inhibidores de PI3K y mTOR disminuyen la fosforilación de Akt y mTOR inducida por HU-210 (A-C), 
así como la expresión de MBP (D- G). Los cultivos de OPCs fueron tratados durante 30 min, con RAPAMICINA 0.75 nM 
ó 2.5 µM de LY294002290042 y después se estimularon durante 10 min con HU-210 (0.5 µM). Las muestras fueron 
procesadas por western blot y se evaluó la expresión de las proteínas por densitometría. (n=3; P<0.001(***) Vs. CTL; 
















































































































































































































La presente tesis doctoral trata de cómo el 2-AG producido por los oligodendrocitos 
in vitro, actuando de manera autocrina o paracrina modula los procesos de proliferación, 
migración y diferenciación. En todo el trabajo se ha hablado de sistema endocannabinoide 
cuando, para ser más precisos, nos estamos refiriendo al 2-AG endógeno ya que los niveles de AEA 
producidos por los oligodendrocitos son prácticamente insignificantes (52pmol/mg prot en OPCs 
y 3±1pmol/mg prot en OLs).  Por tanto,  asumimos que al hablar de dicho sistema en su conjunto 
lo hacemos  exclusivamente de los efectos derivados del 2-AG endógeno, su unión a receptores, su 
síntesis y degradación.  
  Favorecer la remielinización de los axones que han perdido su vaina de mielina en 
condiciones patológicas  es el objetivo de numerosos estudios hoy en día. Por consiguiente, 
conocer las etapas a través de las cuales se llega al oligodendrocito mielinizante y los posibles 
moduladores de estas etapas es importante para extrapolarlas a posibles terapias en patologías 
que cursan con desmielinización.  
 
1. LOCALIZACIÓN DEL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE 
 
La expresión de receptores cannabinoides en el SNC se ha estudiado con detalle. A 
principios de los años noventa los estudios de autorradiografía demostraron que los receptores 
cannabinoides se expresaban en varias regiones de la sustancia blanca del SNC (Herkenham y cols., 
1991). A pesar de que los  oligodendrocitos fueron uno de los posibles candidatos para expresar 
receptores cannabinoides, la identificación precisa y el papel de los receptores cannabinoides en 
estas células se mantuvo, en principio, sin explorar. La distribución atípica de los receptores 
cannabinoides descritos en el cerebro  fetal (Romero y cols., 1997) se confirmó mediante técnicas de 
unión de radioligandos al receptor CB1, por hibridación in situ y por la activación de los 
mecanismos de transducción de señales en las células no neuronales de la sustancia blanca 
(Berrendero y cols., 1998). Los receptores cannabinoides CB1 se expresan abundantemente en 
desarrollo y en el cerebro adulto, en regiones implicadas en el control de la coordinación motora, 
la memoria y los procesos cognitivos (Herkenham y cols., 1991; Mailleux y Vanderhaeghen, 1992) mientras 





microgliales en el cerebro (para una revisión ver Cabral y Griffin-Thomas, 2009) y a poblaciones 
específicas de neuronas en el tronco cerebral y otras estructuras cerebrales (Van Sickle y cols., 2005; 
Gong y cols., 2006).  
En la zona subventricular posnatal neurogénica, los ependimocitos, la glía radial 
(células madre neurales embrionarias) y los astrocitos o células tipo B (células madre neurales 
adultas) expresan el receptor cannabinoide CB1 (Arévalo-Martin y cols., 2007), mientras que los 
precursores PSA-NCAM+, expresan receptores CB2. Está bien establecido que las células madre en 
la SVZ originan precursores neurales (Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009) que migran radialmente a la 
sustancia blanca suprayacente, donde pueden diferenciarse a astrocitos y oligodendrocitos, siendo 
importante  durante la mielinización postnatal y patologías desmielinizantes en adultos (Levison y 
Goldman 1993; Kakita y Goldman 1999; Menn y cols., 2006). Por otra parte, la mayor parte de los estudios 
que exploran el papel del sistema endocannabinoide en el desarrollo del cerebro se han centrado 
en su implicación potencial en la neurogénesis. De hecho, se ha demostrado que este sistema es 
necesario para la proliferación de células progenitoras neurales, la diferenciación, la migración, la 
especificación axonal y la polarización (Jin y cols., 2004; Aguado y cols., 2005; Aguado y cols., 2006; Berghuis 
y cols., 2007; Mulder y cols., 2008). Los receptores CB1 se expresan, aunque a bajos niveles, en células 
progenitoras neuroepiteliales desde las primeras etapas embrionarias y sus niveles aumentan a lo 
largo de la diferenciación neuronal (Galve-Roperh y cols., 2013).  
Independientemente de que los primeros estudios sobre la distribución de los 
receptores CB1 en el cerebro revelaron que se enriqueciesen selectivamente en la comisura 
anterior y que estaban escasamente distribuidos en el cuerpo calloso (Herkenham y cols., 1991), 
estudios posteriores confirmaron la expresión atípica de los receptores CB1 en células no 
neuronales de la sustancia blanca (Berrendero y cols., 1998). Publicaciones más recientes mostraron  
que los receptores de cannabinoides se expresaban  en cultivos purificados de oligodendrocitos, 
en el cuerpo calloso posnatal y adulto y en la sustancia blanca de la médula espinal (Mato y cols., 
2009; Molina-Holgado y cols, 2002;  Arévalo-Martin y cols.,  2007; García-Ovejero y cols., 2009). Curiosamente, 
una población de células progenitoras gliales A2B5+ residentes en la sustancia blanca subcortical 
del cerebro humano adulto expresa receptores CB1 (Sim y cols., 2006). Sin embargo, el significado 
fisiológico subyacente de estos receptores en el desarrollo de los oligodendrocitos y las fuentes de 





Nuestro estudio empleando anticuerpos específicos para la región N-terminal y para 
la región C-terminal del receptor CB1 demuestra que los OPCs expresan dicho receptor en la 
membrana plasmática  y en compartimentos intracelulares.  Evidencias sobre la localización de los 
receptores muestran que las interneuronas GABAérgicas del hipocampo que expresan el 
neuropéptido colecistoquinina (CCK) se pueden distinguir por la presencia de CB1 tanto en la 
membrana de las vesículas intracelulares, como en el citoplasma somático o en dendritas 
proximales (Morozov y cols., 2009). Otros estudios sobre localización y funcionalidad de los 
receptores CB1 han puesto de manifiesto que la mayoría de los receptores CB1 no alcanzan la 
superficie celular sino que permanecen asociados a compartimentos endosomales o lisosomales. 
El grupo de Brailoiu ha demostrado que la anandamida actúa sobre los receptores CB1 
incrementando la concentración de calcio intracelular cuando ésta se administra de manera 
intracelular pero no extracelularmente. La activación de los receptores CB1 intracelulares libera 
calcio desde el retículo endoplásmico y depósitos de calcio lisosomales (Brailoiu y cols., 2011). Esto 
indicaría que en estas condiciones, los receptores CB1 intracelulares son funcionales.  
En relación a la función del receptor cannabinoide CB1 en ambas localizaciones 
estudiamos cómo modifica el uso de AM281 o de hemopresina el efecto positivo sobre la 
migración de los OPCs mediado por  el agonista ACEA. De esta manera, se estableció que 
principalmente es el receptor CB1 de membrana el que esté señalizando en estos procesos de 
migración, ya que al bloquear el receptor CB1 intracelular y el receptor CB1 de membrana con 
AM81 no encontramos un mayor efecto que al bloquear el receptor CB1 de membrana con 
hemopresina.  
Para definir en detalle la arquitectura del sistema endocannabinoide en los OPCs, 
investigamos la presencia de enzimas de síntesis/degradación del 2-AG y hemos demostrado que 
las células oligodendrogliales expresan DAGLα, DAGLβ y MAGL y cómo cambian con la 
diferenciación. El receptor cannabinoide CB1 y las enzimas de síntesis del 2-AG (DAGLα y DAGLβ) 
se expresan en regiones neurogénicas del sistema nervioso en desarrollo (Berrendero y cols., 1998; 
Bisogno y cols., 2003; Begbie y cols., 2004; Mulder y cols., 2008). La activación de este sistema induce 
proliferación y participa de manera crítica en la especificación a los diferentes tipos de células 
neuronales (Mulder y cols., 2008; Diaz-Alonso y cols., 2012). En los nichos neurogénicos del adulto, el 
sistema endocannabinoide está ampliamente representado en la zona subgranular; los 





endocannabinoide funcional constituído por los receptores CB1 y la FAAH expresados en NSCs  
Nestina+/GFAP+, que controla la proliferación de las NPCs (Aguado y cols., 2005; Jiang y cols., 2005). En 
esta región, estímulos neurogénicos como el ejercicio voluntario de correr, incrementa los niveles 
de CB1 y anandamida, pero no de 2-AG (Hill y cols., 2010). En la SVZ, la DAGLα se expresa en células 
ependimales y proliferativas y la ablación o inhibición de esta enzima, disminuye la proliferación 
celular y reduce la expresión de doblecortina (DCX) (Goncalves y cols., 2008; Gao y cols., 2010); CB1 es 
expresado por células del epéndimo y células tipo B y CB2, por precursores PSA-NCAM+ (Jin y cols., 
2004; Arevalo-Martin y cols., 2007). En el canal central de la médula del adulto, que alberga potencial 
neurogénico (Sabourin y cols., 2009), existe una subpoblación de células ependimales que expresan 
altos niveles del receptor CB1. Esta subpoblación puede proliferar durante el desarrollo postnatal 
y tras la lesión medular (García-Ovejero y cols., 2013). Además, la expresión de la DAGLα y de la DAGLβ 
están disminuídas en OPCs, mientras que, la MAGL está aumentada en oligodendrocitos maduros, 
lo que resulta en un descenso sustancial de la producción de 2-AG. En los OPCs, la DAGL se 
acumula en la membrana  plasmática, así como, en las estructuras intracelulares. Estos orgánulos 
pueden servir como reservorios enzimáticos preparados para translocarse a la membrana bajo 
demanda.  
La localización de la DAGL  se ha estudiado ampliamente en cerebelo y en  neuronas 
del hipocampo (Yoshida y cols., 2006). Usando plata como mejora de la técnica inmunocitoquímica 
con oro, se detectaron partículas de metal que representaban la DAGL  en la membrana celular y 
alrededor de vesículas citoplasmáticas en espinas dendríticas, ejes y cuerpos celulares de las 
neuronas estriatales (Uchigashima y cols., 2007). Se ha demostrado que el 2-AG está presente en 
nichos neurogénicos y que desempeña un papel activo en la regulación de células NPs debido al 
balance dinámico de los niveles de 2-AG por la actividad de la DAGL y de la MAGL (Reisenberg y cols., 
2012). La ablación genética de la DAGLα, pero no de la isoforma β, interfiere con la neurogénesis en 
el hipocampo y de la SVZ (Gao y cols., 2010) y la inhibición farmacológica de la actividad de la DAGL 
en cultivos de células precursoras neurales reduce la proliferación celular (Goncalves y cols., 2008). 
Esta tesis también confirma que los OPCs sintetizan 2-AG. Para ello, se analizaron 
extractos lipídicos obtenidos de cultivos mediante cromatografía líquida-espectrometría de masas 
(LC-MS). La cantidad total de 2-AG en los OPCs tras 24h en cultivo fue de 203±2 pmol/mg de 
proteína total y de 32±2pmol/mg de proteína a las 48h. Los niveles de expresión elevados de la 





de expresión del 2-AG son más elevados  y, a su vez, la disminución de la misma  y el aumento de 
la enzima de degradación, MAGL, concuerda con el descenso en los niveles de 2-AG. Este trabajo 
muestra que los receptores cannabinoides expresados en cultivos de OPCs pueden ser activados 
por el 2-AG producido por ellos mismos y que los niveles de 2-AG son más elevados en los 
momentos previos  que preceden al inicio de la diferenciación de los OPCs. Varios laboratorios han 
demostrado que los niveles endógenos de 2-AG presente en cerebro de rata se presentan en el 
rango de entre 0.2 y 19 pmol/mg (Walter y cols., 2004). En cultivos primarios, se encontró que en 
condiciones basales, las células progenitoras de oligodendrocitos producen 29-37 pmol de 2-
AG/mg de proteína, mientras que otros han descrito que en los cultivos de neuronas de rata, 
células de microglía y astrocitos de ratón se producen 16.5; 7.0 y 6.88 pmol de 2-AG/mg de 
proteína, respectivamente (Stella y Piomelli, 2001; Walter y cols, 2004; Witting y cols, 2004). Curiosamente, 
los niveles de 2-AG producidos por las células progenitoras neurales, 1 nmol de 2-AG/mg de 
proteína, eran 30 veces mayores que en los OPCs (Aguado y cols., 2005). Por lo tanto, progenitores 
neurales no comprometidos y OPCs  bajo condiciones basales de cultivo, contienen los niveles más 
altos de 2-AG medidos en células cerebrales cultivadas, lo que sugiere un papel para este 
endocannabinoide como un socio crucial en los acontecimientos que subyacen al desarrollo 
neural.  
Los OPCs pues,  son capaces de producir el endocannabinoide que posteriormente 
será el encargado de activar los receptores CB1 y CB2 y provocar una respuesta mediante la 
activación de múltiples vías de señalización celular. 
 
En este capítulo dedicado a la discusión del presente trabajo, separamos en 
diferentes apartados con el fin de facilitar la exposición. Sin embargo, en gran medida ha de 
entenderse como efectos que a veces ocurren solapados, incluso a través de vías enzimáticas 
comunes como se detalla a continuación. El trabajo dedicado a proliferación y el que se refiere a  
diferenciación, así como de caracterización del sistema endocannabinoide en OPCs ha sido 









2. PROLIFERACIÓN Y MIGRACIÓN 
 
Una vez caracterizada la presencia de receptores, enzimas de síntesis y degradación 
de 2-AG, así como el propio 2-AG, investigamos si existía un efecto sobre la fisiología del 
oligodendrocito. Dos  de los procesos importantes de la fisiología de los OPCs son proliferación y 
migración, dado que cuando los OLs están maduros ya no realizan estas actividades. Además 
existe una coincidencia entre mayores niveles de 2-AG y de DAGL y bajos niveles de MAGL en las 
etapas en las que hay mayor tasa de proliferación y migración.  
Las primeras evidencias del papel de los receptores cannabinoides en la proliferación 
de los precursores neurales proviene de estudios sobre la regulación de la neurogénesis en el 
adulto tras la administración de cannabinoides y por la ablación genética del receptor CB1 (Rueda y 
cols., 2002; Jin y cols., 2004; Aguado y cols., 2005; Jiang y cols., 2005). Estos estudios demostraron que la 
pérdida de la señalización por CB1 inhibe la proliferación de los NP in vivo e in vitro, al igual que 
reduce la capacidad de autorrenovación de éstos. También, la pérdida de señalización por CB1 
reduce la proliferación de NPs derivados de la SVZ y del hipocampo en el cerebro adulto (Jin y cols., 
2004; Aguado y cols., 2005), un efecto reminiscente de su papel positivo en la proliferación de NP 
durante el desarrollo cortical (Mulder y cols., 2008). 
El bloqueo de los receptores cannabinoides o la inhibición de la síntesis del 2-AG 
disminuyen la proliferación de los OPCs estimada en experimentos de incorporación de BrdU o 
recuento de células  Ki67+, lo que nos conduce a pensar que la proliferación basal de los 
progenitores de oligodendrocitos depende del tono endocannabinoide: síntesis de 2-AG y 
activación de receptores. Nuestros datos  confirmaron la sospecha de que no sólo la activación del 
sistema endocannabinoide por su agonista endógeno es necesaria  para la proliferación, sino que 
la activación de sus receptores por agonistas exógenos aumenta su respuesta. Además, la 
potenciación del sistema endocannabinoide mediante la inhibición de la degradación de 2-AG por 
el JZL-184 aumenta la proliferación y la migración de los OPCs. Estos resultados coinciden con el 
trabajo realizado por  Aguado y cols., en 2007, en el que habían demostrado que el 2-AG  
generado durante el desarrollo o tras un daño cerebral actúa sobre los receptores cannabinoides 
incrementando la proliferación de células progenitoras neurales (Aguado y cols., 2007) y la 
diferenciación hacia fenotipos astrogliales (Aguado y cols., 2006); de manera que la  activación del 
receptor CB1 in vitro produce un incremento  de la proliferación de de los progenitores  neurales 





mismo modo, en ratones CB1 deficientes adultos, la proliferación de progenitores neurales se ve 
disminuida. En cambio, se incrementa en ratones FAAH deficientes (Aguado y cols., 2006).  
Análisis in vivo demostraron que los cannabinoides favorecen la neurogénesis en la 
SGZ de ratas adultas y viejas, por la actuación sobre receptores CB1 y CB2 (Jiang y cols., 2005; 
Marchalant y cols., 2009). De manera complementaria, la ausencia o la inhibición de CB1 disminuye la 
proliferación basal, el número de precursores DCX+ (Rueda y cols., 2002; Jin y cols., 2004; Aguado y cols., 
2006; 2007; Dubreucq y cols., 2010), la proliferación y supervivencia de las NPCs tras daños 
excitotóxicos (Aguado y cols., 2007; Hill y cols., 2010; Wolf y cols., 2010). Sin embargo, los efectos de los 
cannabinoides sobre la proliferación en la SGZ, podrían ser más complejos, ya que déficits de CB1 
inducen, en agudo, un incremento en la proliferación pero un descenso de la misma a largo 
tiempo y/o generación de precursores neuronales (Lee y cols., 2009; Wolf y cols., 2010). Por otra parte, 
el tratamiento crónico de ratas adultas con elevadas dosis de HU-210, incrementa el marcaje de 
BrdU, pero no por tratamiento agudo o dosis inferiores (Jiang y cols., 2005). En experimentos in vitro 
empleando NPCs, se ha demostrado también que producen 2-AG y anandamida (Aguado y cols., 
2005) y responden a endocannabinoides y agonistas cannabinoides sintéticos incrementando su 
proliferación de una manera CB1 y CB2 dependiente (Aguado y cols., 2005; 2006). Concluímos que el 
sistema endocannabinoide es importante para la proliferación de los OPCs y que intervienen CB1, 
CB2, DAGL, MAGL y 2-AG. 
El complejo ciclina E-Cdk 2 es un importante regulador de la progresión del ciclo 
celular en OPCs y las Cdks implicadas en la detención del ciclo celular son distintas si se trata de 
una salida reversible o permanente del ciclo celular (Ghiani y Gallo, 2001). Uno de los mecanismos 
que ha recibido mucha atención implica la participación de un inhibidor de las Cdks (Cdki), el 
p27Kip1 (p27) y su unión al complejo ciclina E-Cdk 2, estando la expresión de p27 relacionada 
inversamente con el potencial proliferativo de los OPCs (Casaccia-Bonnefil y cols.,  1997; Durand y cols.,  
1997; Ghiani  y cols., 1999).  Comprobamos pues, que el sistema endocannabinoide modula la 
expresión de estos complejos con actividad kinasa en OPCs, regulando así, la proliferación de los 
mismos. Los datos mencionados en el apartado de resultados, nos indican que la proliferación de 
los OPCs está controlada por los niveles de Cdks y ciclinas. En concreto, nuestro estudio se ha 
centrado en la Cdk2 que crea un complejo proteico  con ciclina E y en p27 como inhibidor de dicho 
complejo. En nuestros experimentos, el marcador de proliferación Ki67 se encuentra disminuido 





mientras que el inhibidor del ciclo celular p27Kip1 se encuentra aumentado, lo que indica 
claramente que la mayoría de las células tienen el ciclo celular detenido. La acumulación de 
p27Kip1 (Cdki) ya se había asociado con la detención del ciclo celular en los OPCs (Casaccia-Bonnefil y 
cols., 1999;. Ghiani y cols., 1999) y los niveles de p27Kip1 pueden estar regulados por la fosforilación de 
los complejos ciclina E-Cdk 2, causando así la inactivación y degradación. Aquí mostramos que la 
disminución de la asociación del complejo ciclina E-Cdk 2 se correlaciona con los niveles elevados 
de p27Kip1, por tanto, el bloqueo de la acción del 2-AG endógeno en OPCs modula 
coordinadamente moléculas reguladoras del ciclo celular en fase G1/S y resulta en la detención del 
ciclo celular. De hecho, la actividad quinasa del complejo ciclina E-cdk 2 es esencial para la 
progresión del ciclo  G1/S y predice la entrada a la fase S en OPCs (Frederick y Wood, 2004). De 
manera semejante a nuestros resultados, un estudio previo reportó que los niveles de p27Kip1 
aumentaron en la proliferación de OPCs después de la activación de receptores de glutamato y 
beta-adrenérgicos (Ghiani y cols., 1999) y las células detuvieron la proliferación. Por lo tanto, nuestros 
datos sugieren que el 2-AG es un importante regulador del ciclo celular de los OPCs y que el 
bloqueo de la síntesis de 2-AG o su unión a los receptores cannabinoides causa una detención en 
G1 reversible. 
En cuanto a la migración de los OPCs demostramos que el bloqueo farmacológico de 
los receptores cannabinoides o la inhibición de la síntesis del 2-AG impide la misma. Tanto los 
experimentos realizados en gota de agarosa, los ensayos con la cámara de Boyden o los 
experimentos de herida por raspado e incluso en explantes de cuerpo calloso, indican que el 
sistema endocannabinoide es necesario para la migración de los OPCs. Los resultados obtenidos 
muestran el marcado descenso en la capacidad para migrar de los OPCs en diferentes sistemas con 
los tratamientos que bloquean los receptores cannabinoides o la síntesis del 2-AG. Por lo tanto, el 
sistema endocannabinoide es imprescindible para la normal migración de los OPCs. 
El laboratorio del Dr. Doherty ha estudiado el papel del sistema endocannabinoide en 
la migración de los  neuroblastos  obtenidos del cerebro postnatal con la línea celular COR-1, que 
expresa las DAGLα/β y los receptores CB1 y CB2. Utilizando un ensayo de herida por raspado, 
muestran que cuando las células se mantienen en cultivo, tanto los antagonistas de CB1 o CB2 
como los inhibidores de las DAGLs pueden inhibir sustancialmente su migración y que por el 





otro lado, también realizaron explantes de SVZ y los neuroblastos que derivan de él, migraron 
menos al ser tratados con JTE-907 o AM251, antagonistas CB1 y CB2, respectivamente. 
Nuestros experimentos de migración se han realizado en presencia de PDGF-AA y b-
FGF, que favorecen la supervivencia de los OPCs, así como, la proliferación. En el caso de los 
ensayos de migración, se ha utilizado CβA como inhibidor de proliferación, con el fin de evitar que 
el efecto proliferativo del PDGF o de los cannabinoides, pudiera contribuir a la acción migratoria 
neta. El PDGF tiene un papel fundamental en este estudio; es un potente mitógeno para los OPCs 
y se sabe que juega un papel crucial en la embriogénesis normal (Calver  y cols., 1998; van Heyningen y 
cols., 2001). Se ha visto que en embriones de ratón PDGF-AA KO se reduce significativamente el 
número de OPCs PDGFR-AA positivos (Calver  y cols., 1998)  y los embriones que sobreviven después 
del nacimiento están severamente hipomielinizados (Fruttiger y cols., 1999). El PDGF juega un papel 
importante en la distribución de de los OPCs durante el desarrollo del SNC (Heldin y  Westermark, 
1999). Se ha demostrado que actúa como quimioatrayente de OPCs in vitro, sin embargo, hay 
pocas evidencias in vivo para apoyar la presencia de un gradiente de quimiotáxis de PDGF en el 
SNC en desarrollo. Los resultados obtenidos en un modelo ex vivo, como son los explantes de 
cuerpo calloso, también confirman que el sistema endocannabinoide es necesario para  la 
migración de los OPCs.  
Para corroborar que al igual que ocurre en el proceso de proliferación, los agonistas 
cannabinoides son capaces de favorecer la migración de los OPCs, lo primero que se estudió fue el 
efecto de la adición exógena de 2-AG; la cual condujo a un aumento significativo de la migración 
tanto en los experimentos de agarosa como en ensayos en cámara de Boyden y fue capaz de 
contrarrestar el efecto producido por el RHC-80267. Al confirmar que el 2-AG incrementa la 
migración de los OPCs, el siguiente paso fue mostrar cómo los agonistas ACEA, JWH-133 y HU-210, 
también, son capaces de provocar un aumento de la respuesta migratoria de los OPCs. Esto 
demuestra por primera vez que los cannabinoides aumentan la capacidad migratoria de los OPCs, 
al menos en cultivo. 
Los cannabinoides modulan la proliferación y migración celular en diversos tipos 
celulares a través de los receptores cannabinoides. Por ejemplo, se ha documentado que en 
células musculares lisas de las arterias coronarias humanas o de ratón, el rimonabant 





inducida por PDGF y la activación de diversas vías de señalización interrelacionadas (RAS y ERK 1/2) 
(Rajesh y cols., 2008). Por otro lado, estudios previos han mostrado que el bloqueo de CB1 en células 
mononucleares de sangre periférica humana, en células cancerosas de mama y en fibroblastos, 
inhibe la proliferación y migración celular o apoptosis mediada por la inhibición de la vía ERK1/2  y 
otras rutas interrelacionadas (Schenning  y cols., 2004; Sarnataro y cols., 2006; Malfitano y cols., 2008; 
Schenning  y cols., 2008). En esta línea, la estimulación de la microglía con ATP, incrementa la 
producción de 2-AG. Este 2-AG participa en la migración microglial y parece estar mediada por el 
receptor CB2 expresado en el  borde del lamellipodio,  a través de la activación de la vía de ERK 1/2. 
La migración de la microglia juega un importante papel en la propagación de la respuesta 
neuroinflamatoria (Walter y cols., 2003). Así, endocannabinoides como la AEA y el 2-AG, producidos 
por neuronas en condiciones patológicas, incrementan la migración microglíal de manera 
concentración-dependiente (Di Marzo y cols., 1994; Stella y cols., 1997; Stella and Piomelli, 2001). Por lo 
tanto, es posible que el 2-AG favorezca la migración celular con alta potencia y eficacia, 
participando en el reclutamiento de microglía hacia sitios de lesión neuroinflamatoria (Walter y cols., 
2003). 
En nuestros experimentos, en concordancia con todos estos datos, demostramos que 
el sistema endocannabinoide es imprescindible para una normal migración de los OPCs por 
distintos tipos de ensayos realizados. Además, la administración exógena de cannabinoides, 
incrementa de forma significativa dicha migración. Como ya se ha descrito previamente, el PDGF 
actúa como quimioatrayente, con lo que podría pensarse que el efecto positivo observado en la 
migración de los OPCs se deba a este factor. Por este motivo, en el caso de los experimentos con 
los agonistas, la dosis empleada de los factores de crecimiento se redujo a la mitad, de manera 
que es posible que el PDGF esté favoreciendo la migración, pero queda claro que este efecto se 
potencia con el agonismo cannabinoide como se ha mostrado en experimentos tanto de migración 
no dirigida como migración dirigida en cámara de Boyden ya que observamos aumentos muy 
significativos con respecto a los controles.  
Como ya se ha comentado en el apartado de introducción, los receptores 
cannabinoides están acoplados a proteínas G, principalmente a proteínas Gi/o, aunque también se 
ha descrito que en algunas situaciones pueden señalizar vía proteínas Gq (Howlett y cols., 2002; 
Mackie, 2008). A través de ambas, estos receptores modulan rutas de señalización intracelular de 





activadas por mitógenos como ERK, la generación del esfingolípido ceramida y la vía de la quinasa 
Akt (Howlett y cols., 2002; Guzmán, 2003; Mackie, 2008). Éstos y otros mecanismos de señalización 
participan en el control de diversas funciones celulares.  
Por otra parte, la activación de receptores CB1 modula conductancias para iones Ca++ 
y K+. De hecho, la regulación de la homeostasis del Ca++ juega un papel importante en diversas 
funciones celulares y en la supervivencia de los oligodendrocitos. El grupo del Dr. Matute confirmó 
que los oligodendrocitos procedentes del nervio óptico de la rata expresan receptores CB1 y CB2 y 
que los agonistas cannabinoides ACEA y AEA reducen la despolarización transitoria inducida por 
Ca++ a través de mecanismos dependientes e independientes de CB1, que implicaba la activación 
de proteínas Gi/o y el bloqueo de canales Kir, mientras que el efecto de los antagonistas (AM251), 
es totalmente independiente de la activación del receptor CB1 (Mato y cols., 2009).  
En relación a las cascadas de señalización, está bien establecido que tanto la vía de  
ERK como la de PI3K/Akt favorecen la supervivencia y la proliferación en diferentes tipos celulares 
(Pertwee y cols., 2010. Para una revisión consultar Galve-Roperh y cols.,  2013). En cultivos primarios de 
oligodendrocitos las vías de señalización reguladas por los receptores cannabinoides no se han 
caracterizado, salvo en un modelo de privación de soporte trófico en el que se ha demostrado que 
la que la activación de la vía PI3K/Akt por CB1 es necesaria para la supervivencia de los OPCs 
(Molina-Holgado y cols., 2002). La vía PI3K/Akt/mTORC1 (mTOR complejo 1; diana de rapamicina) 
activada por agonistas CB2 activa la proliferación de neuroesferas en cultivo y la inhibición de su 
diana corriente abajo p27Kip1 induce la proliferación de los NPs (Palazuelos y cols., 2012). Nuestro 
trabajo demuestra por primera vez que los efectos del 2-AG o los agonistas cannabinoides 
sintéticos en la proliferación, migración de los OPCs se realizan a través de la activación de las vías 
de señalización PI3K/Akt y mTOR.  
La relación de las vías PI3K/Akt y src ha sido estudiada anteriormente en relación a 
supervivencia y proliferación de oligodendrocitos. El grupo de Almazán demostró que PI3K es 
esencial para la supervivencia celular mediada por IGF-1, factor de crecimiento similar a la insulina 
tipo 1 y potente regulador para el crecimiento y la diferenciación de los oligodendrocitos, las 
células mielinizantes del sistema nervioso central (Barres y cols., 1992; 1993).  Además, la activación 
de Akt que señaliza corriente abajo también está involucrada en el proceso de supervivencia y src 
participa en la activación de Akt inducida por IGF-1 (Cui y cols., 2005). En este mismo sentido este 





rápida y sostenida de Akt. Los inhibidores de de las tirosina quinasas PI3K (LY294002) y Src (PP2) 
disminuyen la proliferación de progenitores de oligodendrocitos y bloquean la activación de 
ERK1/2. Los inhibidores de tirosina quinasa PI3K y Src bloquean la activación de Akt inducida por 
IGF-1 (Cui y cols., 2007).  
En concordancia con estos datos publicados, los resultados presentados en el trabajo 
de esta tesis doctoral, demuestran que la acción del sistema endocannabinoide sobre 
proliferación, pero también sobre migración, depende de la activación de la vía PI3K/Akt/mTOR. 
Además, el bloqueo de estas vías de señalización con LY290002  o Rapamicina, inhibidores de 
PI3K/Akt y mTOR respectivamente, produce un descenso significativo tanto de la proliferación, 
como de la migración de los OPCs. Por otra parte,  la inhibición de la síntesis de 2-AG o el bloqueo 
farmacológico de los receptores cannabinoides disminuye la fosforilación de Akt y mTOR y src. 
Estos resultados coinciden con el papel que juega la PI3K en la progresión del ciclo celular en 
varios tipos celulares. De hecho, se ha demostrado que el efecto mitogénico del PDGF en cultivos 
de OPCs requiere la activación total de la PI3K (Ebner y cols., 2000; Mckinnon y cols., 2005).  
Además y como se ha comentado, el PDGF es un potente inductor de la migración de 
los OPCs in vitro (Armstrong y cols., 1990; Frost y cols., 1996; Milner y cols., 1997). Para investigar la 
señalización cannabinoide en la migración de los OPCs se usaron varios ensayos como son la 
cámara de Boyden, la gota de agarosa (Milner y cols., 1996; Simpson y Armstrong, 1999; Frost y cols., 2000 el 
ensayo de herida por raspado. Nuestros resultados utilizando el inhibidor específico LY294002 
(Vlahos y cols., 1994) indican que la vía PI3K/Akt es necesaria para la migración de los OPCs 
estimulada por el PDGF. Dicha participación ha sido ya citada por algunos autores (McKinnon y cols., 
2005) aunque negada por otros (Frost y cols., 2009), estudiada también en ensayos de gota de 
agarosa. Una explicación para estos resultados puede ser el tiempo de exposición de los OPCs al 
PDGF; tanto Mckinnon como nosotros, mantenemos el PDGF durante todo el experimento de 
migración o proliferación; mientras que otros, sólo exponen a los OPCs al PDGF durante un corto 












La diferenciación del OL es un proceso clave en la mielinización del axón desnudo. Se 
ha investigado si la activación del sistema endocannabinoide es necesaria para la diferenciación de 
los OPCs. Se ha publicado previamente que in vitro la activación del receptor CB1 en NPCs 
incrementa la diferenciación astroglial. Además, in vivo, se ha observado que en los ratones 
postnatales CB1 KO se deteriora la astrogliogénesis. Por otro lado, la diferenciación de 
progenitores neurales depende del tono endocannabinoide, imprescindible para la diferenciación 
(Aguado y cols., 2006). 
Nuestros datos demuestran que la diferenciación morfológica de los OPCs requiere 
de la biosíntesis del 2-AG, ya que la inhibición farmacológica de las DAGLs  con RHC-80267 reduce 
la expresión de proteínas de mielina, así como la proporción de oligodendrocitos en fase de 
maduración avanzada (GalC+), con un concomitante aumento de precursores A2B5+ en los 
cultivos.  
Teniendo en cuenta todos estos datos, concluímos que la diferenciación de los  
OPCs requiere de la síntesis de 2-AG por las DAGLα y  β, actuando de forma autocrina y/o 
paracrina. En relación a la primera, la colocalización de la DAGLα  y los receptores CB1 en balsas 
lipídicas sugiere un rápido movimiento del 2-AG cercano a los receptores CB1 lo que podría iniciar 
una señalización autocrina (Bari y cols., 2005; Rimmerman y cols.,  2008).  La diferenciación de los OLs se 
bloqueó al prevenir  la unión del 2-AG a los receptores cannabinoides por antagonistas específicos 
de los receptores. Es decir, la progresión de los OPCs a oligodendrocitos maduros también es 
dependiente de la señalización del 2-AG a través de los receptores CB1 y CB2. En estas condiciones 
en los cultivos había mayor proporción de células A2B5+ que tienen fenotipo más inmaduro y una 
menor proporción de células GalC+ de fenotipo más maduro. Previamente, la relación entre 
sistema endocannabinoide y diferenciación de OPCs se había demostrado en experimentos in vivo; 
en ratas tratadas durante 14 días desde el nacimiento con el agonista cannabinoide WIN55,212; se 
puso de manifiesto el aumento de la expresión de la MBP en la sustancia blanca subcortical de 
manera CB1/CB2-dependiente (Arévalo-Martin y cols., 2007). Otros datos apoyan la existencia de esta 
relación, como puede ser el tratamiento con agonistas selectivos de los receptores cannabinoides 
CB1 o CB2 en un modelo murino de esclerosis múltiple que favorece la remielinización (Arévalo-





Todos estos datos demuestran la existencia de una relación entre el proceso de 
maduración del oligodendrocito y el sistema endocannabinoide. Además, evidencian que la 
estimulación de los receptores cannabinoides mediante cannabinoides exógenos sintéticos, 
aceleran dicho proceso. 
Los cannabinoides también parecen estar implicados en la diferenciación neuronal en 
el hipocampo, aunque los efectos se han puesto en duda: algunos resultados sugieren que la 
metanandamida, un agonista CB1, induce neurogénesis in vitro (Compagnucci y cols., 2013; Xapelli y 
cols., 2013) y la ausencia de CB1 altera la maduración de nuevas neuronas in vivo (Hill y cols., 2010; 
Wolf y cols., 2010). Sin embargo, otros datos muestran que los cannabinoides inhiben la 
diferenciación neuronal e induce diferenciación astroglial in vivo e in vitro (Rueda y cols., 2002; Aguado 
y cols., 2006). Además, otro trabajo que aumenta aún más esta discrepancia, describe que la 
anandamida induce una diferenciación glial inicial seguida de una diferenciación neuronal en 
cultivos de NPCs (Soltys y cols., 2010), por lo que existe una gran controversia en este sentido. 
En conclusión, consideramos que el 2-AG endógeno participa en el complejo proceso 
de la diferenciación de oligodendrocitos. Los resultados de esta tesis demuestran que los agonistas 
sintéticos CB1 (ACEA), CB2 (JWH133) y CB1/CB2 (HU-210), ejercen una fuerte acción en el 
incremento de los niveles de MBP y MAG, como marcadores de diferenciación de los 
oligodendrocitos, así como el aumento de la proporción de morfologías de oligodendrocitos 
diferenciados. Por lo tanto, una de las funciones de los receptores cannabinoides en células 
oligodendrogliales es el control de la maduración de los oligodendrocitos.  
En este punto del trabajo ya se ha puesto de manifiesto que el  sistema 
endocannabinoide es necesario para la diferenciación de los OPCs en cultivos, la siguiente 
pregunta que nos hacemos es qué vías de señalización, relacionadas con dicho proceso, se activan 
y cómo son reguladas por el sistema endocannabinoide.  
  Estudios previos han demostrado que la sobreexpresión constitutiva de Akt en OLs, 
ratones Plp-Akt-DD, aumenta la mielinización sin aumentar el número de OLs (Flores y cols., 2008). 
Los datos presentados en nuestro trabajo confirman que la diferenciación de progenitores de 
oligodendrocitos depende de la activación de las vías de señalización PI3K/Akt y mTOR. mTOR 
actúa como un interruptor principal en la señalización celular, integrando múltiples entradas de 





forma parte de dos complejos de proteínas diferentes denominados complejos mTOR1 y 2 
(mTORC1 y mTORC2) y ambos están relacionados con la vía PI3K/Akt. mTORC2 fosforila Akt y 
conduce a su activación completa, mientras que la vía PI3K/Akt es uno de los moduladores que  
activan mTORC1. A pesar de las evidencias que relacionaban Akt con la diferenciación de los OPCs, 
las dianas corriente abajo en OPCs no se conocieron hasta que Tyler y cols.,  en 2009 publicaron 
que la activación de mTOR era esencial para la generación de oligodendrocitos inmaduros GalC+ in 
vitro (Tyler y cols., 2009), un resultado consecuente con el papel de mTOR como diana principal de la 
señalización de Akt en ratones mutantes PLP-Akt-DD (Narayanan y cols., 2009). Sin embargo, las 
señales extrínsecas que activan mTOR en la diferenciación de los OPCs son desconocidas 
actualmente. Nuestro estudio demuestra que los endocannabinoides actúan como señales 
extracelulares que activan Akt y mTOR durante la maduración  de los OPCs.  
Gracias al uso de marcadores antigénicos específicos de cada etapa de maduración e 
inhibidores farmacológicos, se ha demostrado que distintas etapas de desarrollo de los OLs son 
reguladas diferencialmente por la señalización de ERK1/2 y mTOR in vitro. Específicamente, la 
progresión de progenitores tempranos a progenitores tardíos, requiere de la señalización via ERK 
1/2, pero no de mTOR; en contraste, la transición de OLs inmaduros a OLs maduros requiere de 
mTOR, pero no de ERK 1/2. Curiosamente, ninguna de estas vías de señalización se encontró como 
jugador directo en la diferenciación de progenitores tardíos a OLs inmaduros postmitóticos 
(Guardiola-Diaz y cols., 2012). En relación a la señalización cannabinoide se ha demostrado que WIN55, 
212-2 regula el nivel de fosforilación de ERK 1/2 para promover diferenciación y remielinización de 
los OPCs a través de la regulación del nivel de p-ERK 1/2 a través de CB1 (Sun y cols., 2013). 
Por lo tanto, nuestro trabajo confirma un efecto de la estimulación del receptor 
cannabinoide sobre la fosforilación de Akt y muestra una fosforilación de mTOR inducida por 
cannabinoides en cultivos de OPCs. También, queda  demostrado que en in vitro la rapamicina y 
LY294002, inhibidores de mTOR y PI3K, respectivamente, inhiben fuertemente el incremento en 
los niveles de MBP mediado por el agonista cannabinoide CB1/CB2 HU-210. Además, ambos 
inhibidores abolieron la fosforilación Akt y mTOR inducida por HU-210, lo que demuestra que la 
acción de HU-210 sobre la maduración del oligodendrocito depende de mTOR. Ahora 
demostramos que la rapamicina inhibe el efecto de HU-210 sobre Akt. Por último, mTOR también 
se fosforila a través de la vía de señalización PI3K/Akt (Nave y cols., 1999) y LY294002 inhibió la 





entre las vías PI3K/Akt y mTOR durante el proceso de diferenciación de oligodendrocitos inducida 

















1. El sistema endocannabinoide, concretamente el 2-AG endógeno sintetizado 
por los oligodendrocitos, es necesario para la proliferación, migración y 
diferenciación de los mismos. Esto se ha demostrado mediante el bloqueo de 
los receptores cannabinoides CB1/CB2 y tras la inhibición de la síntesis de  
2-AG. 
 
2. Los agonistas cannabinoides CB1/CB2, así como el inhibidor de la degradación 
del endocannabinoide 2-AG, incrementan la proliferación, migración y 
diferenciación de los OPCs. 
 
3. La inhibición de las rutas de señalización PI3K/Akt/mTOR y Src resulta en un 
bloqueo de la proliferación y migración basal de los OPCs. 
 
4. Las rutas PI3K/Akt/mTOR y Src participan en la proliferación y migración de 
los OPCs y su fosforilación depende de la presencia del 2-AG y de la unión de 
éste a los receptores cannabinoides. 
 
5. Los agonistas cannabinoides activan las vías PI3K/Akt/mTOR y de este efecto 
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